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P1GF imd Fit- 1 als progHostische Parameter bei Jsardiovaskalaren 
Er&rankuttgen 

Die vorltegende Erfindung betrifft eine Verwendung eines Verfahrens ex vivo, das die Be- 
siinunung von P1GF und sFit-1 in einer Probe umiasst zur Diagnose, RLsikostratifizterung 
und/oder Uberwachung einer vaskularen Etkrankung rait atberosklerotischer Aliologie 
uad/oder zur Abscbatzung der Wahrscheinikhkeit, eiae derartige Erkrankung zu entwiekeln. 
Die vorKegeade Erfiadung betrifft auch das verwendete Verfahrea. Weiterbia betriffi die Er- 
findung ein diagnostisehes Kit unci seine Verwendung. 

Stand der Tcchaik 

In alien Stadien emer Atheroskierose, d.h. von der Entstehung fniher afheroskieorischer Lasi- 
onen fiber deren Progression bis bin zu Erosion bzw. Ruptur der Lasioaen mil entsprechenden 
thrombotischen Kompiikationen. spielen entzundliche Vorgange eine fundameniale Roiie. 
Oberzeagende Befuade weisea darauf bin, dass an der Destabillsieaing einer atheroskieroti- 
scbea Lasion mit der Foige eines akuten Koroaarsyndroms ebenfalls enizundbehe Meehanis- 
men beteiiigt sind (1, 2). 

Aufgrund des Zusararaenhangs zwischen EntzOndung und Atherosklerose werden etahlierte 
BntzQadungsmarfcear, die ins zirkuHerende Blut freigesetzt werden, auch zur RisifcostYatifizie- 
rung von Patieaten rait einer akuten koronaren Herzerkrankuag herangezogen. En Gegensatz 
etwa zu den Troponinen, die Marker einer Zeiinekrose darstelien und daunt den Endzustand 
eines Myokardbifarkts anzeigea, kdnnen Entzundungsmarker ein entspreehendes Risiko noch 
vor dem Auftreten einer Myokardsehadigung anzeigen, da sie die Entztindimg^prozesse wi- 
derspiegein, die eincm akuten Koronarsyadrom zagrunde liegen. 
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Von den etabliertcn Entzuadungsmarkern haben das C-icaktive Protein (CRP, bier auch 
hsCRP, dir. , 1 hochserisitives CRP", genannt) and Fibrinogen die groBte AufraerJcsamkeit auf 
sieb gexogen, und der progaostische Wert dieser Marker in Bezug auf MortalHSt imd ischami- 
sche Ereignisse wurde eindeuttg naehgewiesen (22-24). In retfospefctivea Unterauchungen 
wurde gezeigt dafi CRP und Fibrinogen eine eigene Bedeutung als prognostiselae Parameter 
haben and sie deshaib als zusatzliche Marker zu Troponin T in Betracht konaaea (14, 25, 26). 
Fur CRP 1st gezeigt worden, dass dieser Marker fur die Laagzeitprogcose bei eioter koronaren 
Hcrzerkninkung nutziieh ist, sein Wert als Marker in der Akutphase, also im RLahmen ernes 
akuten Koronarsyndroms, wird jedoch. widerspruehlich beurtetlt (14, 27). 

Bin erstes Ergebnis der CAPTURE-Studie war, dass in der ftfihen Phase von 72 Stunden nach 
Beginn der Symptoms emes akuten Koronarsyndroms rtur Troponin T eine zuvcrlSssige Vor- 
hersage ermoglichte, im Gegeusatz dazu jedoch sowohl Troponin T ais auch CRP unabhangi- 
ge progaostische Parameter eines Risikos in den naclifolgenden seeks Moaaten waren (14). 
Vergteiehbare Ergebnisse warden auch fur die GUSTO FV-ACS-Studie bericbttet (27). Die 
genaue Quelle der erhdhien CRP-Spiegel bei Patieoten rait instabiler Koronjarerkrankung 
bleibt wdterhin unklar, Im Zusaaiaienhang rait der Armahrae, dass eine ScbMgung des My- 
okards ebenfaUs ein bedeuteoder Entzuaduagsstirautus ist, tauss zur Kesmtnis geriommen 
werdea, dass in einer neuetea kotabiaiertea Analyse von FRISC-II und QUSTO-f V ein CRP- 
Aastieg fiber einen Zeitraum voa bis zu 120 Stunden our bei Patienten mit erbShten Troponin- 
Spiegeln gefunden wurde (27). Ahatich waren bei Troponin-positivea Patienten der 
CAPTURE-Studie die CRP-Spiegel sigmfikant hoher (14), was datauf bindeotet, dass ein 
akuter entzundiicher Prozess, der auf eine Schadigung des Myokards zuruckgeht, eine ehroni- 
sche Eotzundung in der GefaSwand uberlagert, so dass der chronisehe Eutzuadungsprozess 
im Rahmen eiaes akutea Koronarsyndroms raittels CRP kauin abgeschatet warden kann. Wei- 
terbin ist. anzumerken, dass pro-inflananatoriscbe Zyfokine auch von Fettgewebe, Gewebs- 
makrophagea und dent verleteten Myokard rreigesetzt werden. 

Erst kfirziica. wurde gezeigt, dass der plazentate Wachstumsfektor (placental growth factor, 
PIGF), ein Mitgiied der VEGF-Farniiie (vascular endothelial growth factor, VEGF), in .fruhen 
und fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasionen verstSrfci expriiiuert ist (3). UrsprQaglich 
identifiziert in der Plazenta (4), stimuUert PIGF das Wachstum gtatter GefaBiTiusketeellen, 
veraniasst Makrophagen in atherosklerotische LSsionen einzuwandern, fSrdert die Produktion 
verscliiedener Entzundungsmediatorea in Makrophagea (Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), 
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monozytisches chemotak&ches Protein- 1 (MCP-1), Proteasen) und stimuliert die pathologi- 
sche Angiogenese in der GeJSBwaod (3, 5). Erne Heminung der Wirkungen von P1GF dorch 
Blockieren seines membranstandigen Rezeptors FIt-1 (Fms4ik& tyrosine, kinase I) in eiaem 
Tiermodell far Atherosklerose unterdrBckte das Wachstum ati.erosMerotiseher Plaques and 
zeigte gttnstige Effekte auf derea Stabilitat, indem die Makrophagemnffitation geheramt 
warde (3, 6). Bei Patienten mit akuten koronaren Herzerkrankangen wurde kutzlich gezeigt, 
dass die PIGF-Koiizentraiionen im Plasma erhoht sind, und class die systemische PiGF- 
Kotizentration einen ieisfungstahigen kiinischen Marker ftir eine GetafSeaMindaag und die 
entsprechenden, fiir die Patienten nachteiligea Folgcn darstelit (7). 

Fit- 1 bindet aufler P1GF auch den verwand ten Faktor VEGF (8) und tritt in zwei Fonnen auf: 
i in rs< it« Is n em'l ran 1 Hindi nt Rezeptortyrosinkinase (Fit- 1), welche die angiogenen Sig- 
aaie ins Zellinnere fibertrSgt, und andererseits als eine Sosliche Ektodomane {soluble Fit- J, 
sFit-1), deren Aafgabe es ist, die fieien Faktoren PIGF oder VEGF in. der Zirkulation abza- 
fangen (6). Da der losiiehen Form von Fit-1 eine zytosolische Oomane fehlt, ist die Funktion 
von sFlt-1 darauf besebrankt, die Menge an zirkaliereadem P1<3F oder VEGF, die als freie 
Faktoren zur Aktivierung der membrangebundenen Rezeptoren FH-1 und Flk-1 (fotaie Leber- 
kinase-1) verMgbar sind, zu regulieren (9). WShrend cincs akuten koronaren Herzsydroms 
konaten erhdhte Konzeatrationen des IMicben PIGF-Rezeptors sFlt-1 nacbgewiesen werdcn 
(10). 

Die Patenianraeldung WO 2004/046722 (Dimmeler et al) offe&bart ein Verfabren ztir Analy- 
se von Proben im Zusammenhang mit akuten kardiovaskuiaren Hrkraakungen, wobei das Ver- 
fahren die Messung der Konzentration eines Markers, z.B. PIGF, and gegebenenfalls ernes 
weiteren Markers, z.B. von VEGF oder eiaem weiteren EntzandTtaigsmarker, umfasst. 

Aus der Patentanraeldung US 2004/1 26828 (Karumanchi etal.) ist ein Verfahrea zur Diagno- 
se von Praekkaipsie oder Ekkrnpsie bekaaut, welches die Messung der Konzerttration von 
sFlt-i, VEGF oder P1GF umfasst, sFit~l ist als ein moglieher Kandidat fiir einen Pra- 
eklampsie-Faktor beschriebea warden (17), da nieht nux die Piazertta von Schwangeren mit 
Fraeklampsie eifeohte Mengen an sFIM prodmiert, sondera exhSbte sFIt-1 -Spiegel auf die 
spatere EntwickJung einer Paeklmapsie hinweisen (18). In der US 2004/126828 wird eine 
erhdhte Konzentration von sFit-I, msbesondere Senimspiegel >■ 2.000 jtig/l, uad eine ernied- 
rigte Konzentration von VEGF dabei als positive diagaostischc Indikaioren einer Pra- 
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eklampsie angesehen. Werdco die fur die drei Marker erhaltenen Brgebnisse mitefoander in 
Beziefeung gesetzt werden, urn einen so genannten } .angiogenen Index" zu enaitteta, 1st eine 
besiehende Praekiampsie oder ein erliebliches Risiko, eine sofcfee zu entwickeln, dann testzu- 
stellen, wean der angiogene Index, bestimmt naeh der Formel [sFit-lA'EGF + PIGF], > 20 
betragt, d,h. wenn die Konzeottation von s-FH-1 mehr als 20-mal so hoch 1st wie die von 
VEGF und PiGF zusammea 

Die Fatentanmeldung WO 2005/031364 (Thadhani und Karumancbi) besehreibt eixi "Verfah- 
rm zur Diagnose oder Prognose einer Gestose, wie etwa Praemkiampsie, das die Messung 
von Sexualhormon-hindendern Globulin (SHBG) und PIGF, und in einer besonderen .Ausfuh- 
niiig sFIt-i, urafasst. 

Der Patentanmeldung WO 2005/017192 (Thadhani et al) ist zu entnehmen, dass die bei einer 
Praeklampsie gemessenen Serumspiegel von PIGF deutlkh niedriger (ca. 6-rach) raid die von 
sFlt-i hoher (ca. 2~fach) waren ais die in fControllproben gemessenen Wette. Denientspre- 
chend betrag das Verhaltnis von sFh-1 zu PIGF ixn Fail einer Praekkmpsie das l5-&che von 
dem fiir eine Kontrollprobe ermittelten Faktor. 

Die Patentanmeldung WO 98/28006 o&enbart ein Verfahren zur Diagnose von Schxvanger- 
schaflshypertonie (PrSeklampsie), bei dem die Menge an PiGF, VEGF and die an einemi fcteli- 
chen VEGF-Rezeptor, wie etwa sFLT-1, in einer Probe bestinimt wird. 

Dem Krankheiisbild Praeklampsie bzw. Eklampsie liegt jedoeh eine volltg andere iVtiologie 
zugrunde ais etwa der koronaren Herzerkrankmtg, insbesondere sind diese Gestosen oidit das 
Ergebnis einer atherosklerotisehen Erkrankung. msotern sind die ira Stand der Teehnilt offen- 
batten Verfahren nicht auf vaskulare Erkrankungen mit atherosklerotischer Atiologie* wie sie 
erwa cine kos .. - < B o-krankimg darstelit, ubertragbar. 

Ausgehend vom Stand der Tecknk war es deshalh die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren 
verffigbar zu maehen, das auf der Grutidlage der Messung von Biomarkem eine AbseMtzung 
der Wahrseheirdiehkeit fttr eine Entwickiuag, am Diagnose, eine R.isikostratL£izierung 
und/oder eine Ubexwachung einer vaskuiaren Erkrankung mit atherosklerotischer Aaiologie 
ermoglicht 
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Kurae Darstdluna der Erfladung 
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Geldst wlrd die Aufgabe der vorfiegeaden Erfindung dutch Bereitsieileii der erfindumgsgema- 
Een Verfahren, Verwendungen und Vorrichtungen gemaB den Fateatansprtichea. 

Eine Losung der Aufgabe ist ein Verfahren zur Diagnose, RisikostratifMerang; und/oder 
Uberwachung einer vasfcuitren Ericrankung mit atherosklerotischer Atiologie uncS/odbr zur 
Abschatzimg der Wahrschemlichkeit, eke dcrartigc Erkraakuuig zu entwickeln, xvobel das 
Verfahren foigende Sehritte umfasst: 

(a) Verfugbartnaehen einer zu antersuehenden Probe eines Patienten; 

(b) Quan&tMeren von P1GF in der Prate; 
fc) Quantifizieren von sFIt- 1 m dec Probe. 

Dieses Verfahren kann such folgenden Schritt umlassen: 

(d) Bilden eines Verhaltnisses zwischen dem in (b) ermittelten Wert von P1GF and 
dem in (c) ermittelten Wert von sFlt-1 . 

Die „Bildnng des Verhaltnisses zwischen dem in (b) ermittelten Wert von P1GF u*id dem in 
(c) ermittelten Wert von sFlt-i" umfasst sowohl das Berechnen des Quottentea „ia (b) emiit- 
telter Wert von PIGF/ in (c) ernrhtelter Wert" als aueh andere Moghchkeiten den in (b) ermit- 
telten Wert von PIGF mil dem in (c) ermittelten Wert von sFlt-1 in Beziehung m setzen. 

Erne Losung der Aufgabe ist somit auch ein Verfahren zur Diagnose, R isikostrati fizierung 
und/oder Uberwachung einer vaskularen Erkianknng mit atherosklerotischer Atiologie 
und'oder zur Abschatzimg der Wahrseheinlichkeit, eine derartige Erkrankung zu eaatwickeln, 
wobei das Verfahren foigende Scbritte umfasst: 

(a) V erfugbarmaehen einer zu untersuchenden Probe eines Pati eaten; 

(b) Quantifizieren von PIGF in der Probe; 

(c) Quantifizieren von sFit- 1 in der Probe; and 

(d) Vergkich der ia (b) und (c) ermittelten Werte von PIGF and sFlt-1 cnit jeweils 
einem Referenzwert und/oder jeweils einem in einer Referenzprobe ermittelten 
W r eit 
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Das Verfahren kai ! hritte umfessen: 

(a) Verfftgbarmachen enter zu imtersucherKien Probe ernes Patie rsten; 

(b) Quamifizieren von PK1F in der Probe; 

(c) Quantifizieren von sFlt- 1 m der Probe. 

(d') Bilden eines Verhaltnisses zwischen dem irt (b) ermitteiten Wert von P1GF mid 
dem in (c) ennitteiten Wert von sFit-1, vorzugsweise die Berechnung des Quo- 
tients PIGF/sFlt-I und/oder des Quotients sFlT-l/P10F; und 

(e') Vergicich des in (d'> ermitteiten Werts mit einem Referenzwert uad/oder ei~ 
nem in einer Referenzprobe ermitteiten Wert. 

Das Verfahren karrn auch foigende Schritte umfessen: 

(a) Verfugbarmachen einer zu untersuchenden Probe eines Patienten; 

(b) Quantifizieren von P1GF in der Probe; 

(c) Quantifizieren von sFlt- I in der Probe. 

(d) Vergleicb der in (b) und (c) ermitteiten Werte von P1GF unci sFlt-1 nrit jeweils 
einem Referenzwert und/oder jeweils einem in einer Referenzprobe ermitteiten 
Wert. 

(d') Bilden eines Verhaltnisses zwischen dem in (b) erantteiten Wert von P1GF und 
dem in (c) ermitteiten Wert von sFlt-1, vorzugsweise die Berechnung des Quo- 
tients PlGF/sFK-1 uad/oder des Quotients sFiT-i/PlGF; und 

(e') Vergleich des in (d') ermitteiten Werts mit einem Referenzwert und/oder ei- 
nem in einer Referenzprobe ermitteiten Wert. 

Die Schritte (b) und (c) konnen nacheinander in dieser Reihenfolge. in umgekehrter Reihen-, 
folge oder zeitgleioh durehgefuhrt werden. 

In Schritt (d) wird der in (b) emtittelte Wert mit einem Referenzwert fur PI OF und/oder einem 
in einer Referenzprobe ennitteiten Werte filr P1GF vergliehen, und der in (c) ermitteite 
Wert wird mit einem Referenzwert fur sFlt-1 uad/oder einem in einer Referenzprobe ermittei- 
ten Wert fur sFlt-1 verglichen. In Sehritt <e') wird der in (d v ) ermitteite Wert (insbesondere 
der Quotient PiGF/sFlt-1 und/oder der Quotient sFlT-l/PIGF) mit einem Referenzwert fur das 
Verbal tnis von P1GF und sFLT-1 und/oder einem in einer Referenzprobe ennitteiten Wert fer 
dieses Verbal tnia verglichen. 
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Bei der voriiegendea Brfindung haadelt es slch urn ein Verfahrea, das ex viva duwhgefilbrt 
wird, d.h. ein. in v/fro-Verfahren. 

Die Bezeichnung ,,vaskulare Erfcraokung siit atherosMerotischer Atiologie" schlieflt die Er- 
krankung Praekiampsie bzw. Ekiarapsie aus. Der Betnfif w atJierosklerotisch' £ beirifft sowohl 
eine stabile ais aueh cine instahile Atherosklerose. 

Der Begriff „Vci-fugbatmachen" einer zu untersuchenden Probe, wie bier verwendet, ist mit 
dem „BereitsteUen" eiuer Probe gleichzuserzen. Hiermit ist gemeint, dass eine vorhandene, zu 
untersuchende Probe fur die in vitro Messverfahren bereif.gestel.lt wird, z.B ~ in das Messin- 
strument eingefUhrt wird. Die zu untetsuchende Probe, vorzugsweise Blutplasma oder -serum, 
und/oder die Referenzprobe kdixnen vorbehandelt sein, z.B. indem peripherem Blut ein Ge- 
rinnungshemmer, insbesondere EDTA, Heparin oder Citrat, zugesetzt warden Von dem Beg- 
riff „Verftigbannaehen" nicht uttdasst ist die Probenentnahme per se, z.B. die invasive Ent- 
nahroe einer Probe eines Patienten, heispielsweise durch Punktieren. oder eine nicht-invasive 
Probengewinnung, wie ctwa die Gewinnung einer Urinprobe, 

In einer bevorzugten AusMsrung der voriiegenden Erfmdung ist der Patient ein Saugetier, 
besonders bevorzugt ein Menscb. Der Begriff „Patient" bezeicbnet insbesondere eine von 
einem Arzt oder einem Angehdrigen anderer Heilberufe behaadelte Person imd umfasst so- 
wohl Kranke als auch Gesunde oder seheinbar Gesunde. 

Das „Quantifizieren" von PiGF und'oder sFit-1 kann in einem Bestimmen einer Konzentrati- 
on, beispieisweise einer Proteinkonzentation bestehen. AuBer in einer KLonzentrationsbe- 
stimmung, z.B. in Blutplasma oder -serum, kann das Quatttifizieren auch in einer Bestim- 
raung der Anzahl der Moiekule, z.B. in einem histologischen Gevvebeschnitt. bestehen. Das 
„Quantifizieren £1 seMieSt auch semiquantitative Bestimmungsmethoden mit ein, die nur die 
ungefabre Menge oder Konzentration von PiGF uad/oder sFit-1 in der Probe erfassen oder 
nur zu einer relativen Mengen- oder Konzentrationsangabe dienen kdnnen oder nur anzeigen, 
ob die Menge oder Konzentraiion von PIGF nnd/oder sFlt-1 in der Probe jeweils unterhalb 
oder oberhalb eines bestimrnten oder meiffeiwbestimmter Referenzwerte liegt 

Der Begriff J^eferenzwert* kann ein vorgegebener Wert sein oder ein in einer Referenzprobe 
ermitteiter Wert sein, Eine „Referenzprobe" kann beispieisweise von Gesunciea oder von Pa- 
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tk c mit oder ohne »ta veise voi Pati.- 

eatea mit akutem Koronarsyadrom, ganz besonders bevorzugt von Patienten mit instabiler 
Angina pectoris oder einem ; m Myocardial ' nn steh auch urn cine Probe hart- 

deki, der PIGF und sFlt-1 in einem Verb thn ni ■ :setzt. wurde, das bei Gesunden oder bei 
Patienten mh einer vaskularen Erkrankung mit atheroskierotisc lit-i At olo rUhei < >x jti 
wurde. Ublicherweise werden versehiedene Referenzprobea emgesetzt, welche die verscfae- 
deaen rnoglichen Prognosen, z.B. M nachteiliges Ereignis unwahrscheinhch" bis s ,naehteihges 
Ereignis hoch wahrscrusinlich", angeben. Das Bereitstellen von Referenzprohen erfolgt vor- 
zugsweise auf die gleiche Weise, wie das Bereitstellen der zu untersuchendea Probe, Anstatt 
des Etosatzes von Referenzproben konnen audi festgelegte Referenzwerte, die beisptelsweise 
aus eincr Tabclle abzulesen sind, verwendet werden. Derartige Referenzwerte konnen bei- 
spieisweise versehiedene Bereiche festlegen, welche die Wahrscheiniichkeit eines Ereignisses 
angeben. 

Vorzugsweise 1st em Referenzwert und/oder em in einer Referenzprobe enaittelter Wert ein 
„Qtf-q#~Wert" oder ,,Grenzwert" 5 d.h. ein Wert, der erne Grenze angibt. Bei einem Vergieiefci 
eines in einer Probe ermittelten Warts mit einem Ctti-off-Wert ergibt sieh, dass ein Messwert 
oberhalb der Grease zu einer aaderen Beurteihmg ftthrt als ein Messwert unterhalb der Grea- 
se. In Bezug auf die vorliegende Erfinduag ware beispieisweise die PiGF-Konzentration ais 
ein geeigneter PlGF-C«i~o/)-Wert anzusehen, welche die beiden oberen Tertfien eines geeig- 
neten Refereazkollekrivs von der uateren Fertile trennt Ein anderer geeigneter PlGF-Cttf-t^ 
Wert ist die PiGF-Konzentration, welche die oberste Tertiie eines geeigaeten Referenzkollek- 
tivs von der mittleren Tertiie trennt. Bin geeigneter sFU- l-C*i/~o#- Wert ist beispieisweise die; 
sFIt-l~Koazeniration, welche die rnittlere Tertiie eines geeigaeten Referenzkoliektivs von dear 
Wflteren Tertiie trennt, Neben der Erniittluag des jeweiligen Cut-off-Wens fiber Tertilen kon- 
nen auch mittels ROC- (receiver operating curve) Kurven und aaderen g&ngigen Methodeo 
(sa „A. PATIENTEN UND METHODEN, 4. Statistische Verfohren") fite die Erfmdong ge- 
eignete Cut-qff-'Wertc bestimmt werden. So kann die anhand eines geeigaeten Referenzkol- 
iektivs ermittelte mediane PIGF- bzw. sFh-l-Koazeatfation als HQ¥-Cut-qff- bzw. sFIt-I - 
Cia-off-W&t dienen. In Bezug auf die vorliegende Brfiadung wurde das Oberschrciten eines 
geeigaeten PIGF-C«r-o^ : Wertes und das gleiehzeitige Unterschreiten eines geeigaeten sFit-1 — 
f 1 t#-Wertc ai seigen, dass eine erhohte Wahrschemiichkeit besteht, dass der betroffeoe 
Patient eiaen Myokardinfarkt oder Schlaganfall erleiden wird und/oder an einer vaskularen. 
Etkrankung mit atherosklerotischer Attologie sterben wird 
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Fine besonders vorteilhafles eriindungsgernSfies Verfahren ist die Verwendung. eines Verfah- 
reas, das folgende Sciiritle umfasst: 

(a) Verfugbarmachen einer zu untersaiehenden Probe ernes Patienten; 

(b) Quantifizieren yob PIGF in der Probe; 

(c) Quantifizieien von sFit- i in der Probe, 

(d) Vergleich der in (b) und (c) ermittelten Werte von PiGF und sFH-1 mit jeweiis 
einem Referenzwert und/oder jeweiis einem in einer Referenzprobe ermittelten 
Wert. 

zur Diagnose, Ktsikostaratifizierung und/oder Uberwachung einer vaskularen Erkran- 
kung mit atherosklerotischer Atiologie bei einem Patienten und/oder an Absch&zung 
der Walnseheimichkeit fur einen Patienten, eine derartige Erkrankung zu entwickeln. 

Die Verwendtrag des Verfahrejos kann auch folgende Selnitte umfassen: 

(a) VerXUgbamiachen einer zu untersuehenden Probe eines Patienten ; 

(b) Quaniifizieren von PIGF in der Probe: 
<c> Quaniifizieren von sFtt-i in der Probe. 

(d 5 ) Biiden eines Verhaitnisses zwischen dem in (b) ennitteiten Wert von PIGF und 
dem in (c) ermittelten Wert von sFlt-1, vorzugsweise die Berecbramig des Quo- 
tients PlGF/sPlt-i und/oder des Quotients sF1T-1/P1GF; and 

(e 5 ) Vergleich des in (d') ermittelten Werts mit einem Referenzwert und/oder ei- 
nem in einer Referenzprobe ermtttehen Wert. 

Die Verwendung des Vertahrexis kann auch folgende Schritte umfassen: 

(a) Verfugbarmachen einer zu untersuchenden Probe eines Patienten.; 

(b) Quaniifizieren von PIGF in der Probe; 

(c) Qiianiifizieren von sFlt-1 in der Probe. 

(d) Vergleicb der to (b) und (c) ermittelten Werte von PIGF und sFlt-1 mit jeweiis 
einern Referenzrwert und/oder jeweiis einem in einer Refereazprobe ermittelten 
Wert. 

(d'> Biiden eines Vearbaltnisses zwischen dem in (b) ermittelten Wert von PIGF und 
dem in (c) ennitteiten Wert von sFlt-1, vorzugsweise die Berechnung des Quo- 
tients PlGF/sFit-1 und/oder des Quotients sFlT-l/PlGF; und 
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(e ! ) Vergteich des in <d') ermitteften Werts mit einera Refereazwert und/oder ei- 
nem in einer Referetizprobe ermitteiten Wert. 

Die Schritte (b) und (c) kSnnen nacheinaader Is dieser Reihenfoige, in umgekehrter Reihen- 
foige oder zeitgleich durchgcftlh.it werdea. 

Die Aufgabe der Erfindung wird weiterbia geiost dureh ein diagnos&sches Kit, umfassead 
mindestens ein Mittel zum Quaritifxzieren von P1GF and mindestens ein Mittel zmxx Quantifi- 
zieren von sFlt-I in einer zu untersuchen Probe, wobei das Kit auchaus separated Packungen 
bestehen kaan mid wobei das Kit weiterhin ein Mittel zur Information (z.B. Packun.gsbeilage) 
umfasst, wonach (i) ein VerhSltnis von |P1GF ~ hoch : sFit-1 = niedrig] und/odesr (H) eine 
PIGF-Konzentration, welehe in den oberen beiden Tertilen ein.es Referent koHektivs liegf, and 
eine sFlt-1 -Konzentration, welche im untersten Tertil des Referenzkoliektivs Iiegt^ und/oder 
(iii) ein PiGF-Werf oberhalb des PIGF-Refererizwerts uad ein sFk-lAVert unterhaifc des sFlt- 
i-Referenzwerts beispieisweise eine erhdhte WahrscheMicbkeit fur ein oaehteiliges Ereignis 
wie z.B. Tod, nicht-todlicher Myokardinfarkl und/oder Schlaganfall anzeigt 

Die Aufgabe der vorliegendcn Brfindung wird auch geldst durch eine Verwendung des erfrn- 
dungsgemaben Kits zur Diagnose, Risikostiatifizicrung und/oder Cberwachung einer vasknUi- 
ren Erkrankuug mit atherosklerotischer Atioiogie uo&'oder zur Absehatzung der Wahrschein- 
Hcfakeh, eine derartige Erkrankimg zu entwickeln. 

Die Aufgabe der vorfiegenden Brfindung wird auch geiost durch eine Verwendung des erfin- 
dungsgemafien Kits zur DurchftihTung des erfindungsgera&fien Verfahreas. 

im folgenden sollea der kurzen Darstelhmg nahere Erlauterungea und weitere AusiUhrungen 
i< ! rfind u h n <h x u erden. 

In einei Ausfuhrung des Verfahreas uad der Verwendung des Verfahreas ist die vaskulare 
Erkraakung ausgewahii aus der Grappe bestehend aus einer organbezogeaea GeclaBerkraa- 
kung (iasbesoadere einer korotiaren Herzerkrankung oder einer cerebrovaskulaien Erkran- 
kung) und/oder einer peripfaeresi GefMerkrankung (insbesondere eine arterieiie oder venSse 
V erschlusskrankheit). In einer weiteren Ausfuhrung des Verfahrens ist die vaskuiaae Erkran- 
kung ein akutes Koronatsyndrom. vorzugsweise eine iastabile Angina pectoris oder ein akuter 
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Myokardirdarkt In einer bevorzugten Aiisfulirimg des Verfahrens ist die koror*are Herzer- 
krankisng ein akutes Koronarsyodrom. in einer bevorzugten Ausfuhmng des Verfabreu wer- 
den nur Proben von Patienten eingesetzt, die an eiaer vaskularen Erkrankung, wie oben Mher 
bezeichnet, insbesondere an einem akuten Koronarsyndrora (z.B. an einem Myokardinlarkt) 
ieiden oder im Verdaeat stehen, eine solehe Erkrarikung zu haben oder zukitoftig zu entwi- 
ckeln. Die Probe kann aber atich yon „zufailig" ausgewahlten Patienten stamrneaa, beispieis- 
weise im Rahmen ernes Screenings oder einer Vorsorgeuntersuehung. Vorzugsweise wird das 
erfi&dungsgemafie Verfateen bei einem akuten Koronarsyndtom, wie etwa Angina pectoris 
und/oder aktutera Myokaidinfarkt verwendet 

Bel der zu untersuchenden Probe handelt es sich vorzugsweise um peripheres Bint oder eine 
Fraktion davon, ganz besonders bevorzugt ist die Fraktion Blutplasma (Plasma) oder Blutse- 
ram (Serum), in einer anderen Ausffihrungsform der Erfindung werden aueh andtere KSrper- 
flussigkeiten (z3. Urin oder Liquor) sowie Gewebeproben, Suspensionen von Gewebezelien, 
Gewebchomogenate oder Gewebesclinitte als zu untersuchende Probe eingesetzL Urate* einer 
,,Probe" ist im. Sinne der ErSndung ein Material 2x1 verstehen, das die nachzuweisende Sub- 
stanzen P1GF ond sFlt-1 vermutlich enthalt GegebeuenraHs mossen die Proben vorbehandelt 
werden, urn die naclizuwetseiide Substanzen fur das jeweilige Nacfeweisverfahren zuganglieb 
zu maehen oder um stdreade ProbenbestandteUe zu entfernen. Eine solche Vorbehandiung 
von Proben mag die Abtrennung und/oder Lyse von Zellen berahatten, das Prazipitxeren, die 
Hydrolyse oder die Denaiurierurtg von ProbeabestandteMen, wie z.B. Proteinen. die Zentrifu- 
gation von Proben, das Bshandeln der Probe mit orgaaischen L6s«ngsmitteb, wi e zJB. duich 
AUcohole, insbesondere Methanol, oder das Behandeln der Probe mit Detergenzien. 

in einer bevorzugten Aastuhrung der vorliegendeu Erfindnng ist der Patient ein Sangetier, 
besonders bevorzugt c n vj- ntsch und ganz besonders bevorzugt ein Menseh mit einer vasku- 
laren Erkrankung, wie oben xiaher bezeichnet, vorzugsweise mit einem akuten Koronarsyn- 
drom, wie z.B. einem Myokardinfarkt. In einer ganz besonders bevorzugten Aasfiihrung des 
erfmdnngsgemaSen Verfahrens werden nur Proben von Patienten gernessea, bei denen das 
Vorliegen einer Schwangerschaft ausgeschlossen werden kann oder mil mindestens einer 
uberwiegenden Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen wurde. 

In einer bevorzugten Aasfuhrung wird das erfindungsgemaBe Verfahren zur Risikostratifizie- 
rung einer vaskularen Erkrankung mit amerosklerotischer Atiologie verwendet bzw. umfesst 
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das Verfahren die Durchffihnmg einer RisikostratiSzierong. Die Risikosbatifizienrng urnfasst 
die Bestimmuag einer WaksclreinlicMceit, da^s eb Patient ein nachteiii;-- i ■ crJeidet, 
wie z.B. Tod. nichMddlieher Myokardinfarki oder SchlaganfalL Das naehteUige Ereignis 
kann auch cine tm 11 - 1 geerseheinung ssiix, die beispieisweise daria besteht, eineri wei- 
teren nicht-tddlichen Myokar&iafarkt za erleiden oder nach einem sich tastmals ereigricriden 
nkiit todiichen Myokardinfarkt einen ScMaganfall zu bekommen oder zu versterben. 

Die erfmdimgsgeniafien Verfehren zeigen (i) bei eiaem PIGF-Wert oherhaib des PIGF- 
Reterenzwerts und einera sFlt-l-Wert uaterhalb des sFIt- 1 -Referenzwerts oad/oder (mi) bei 
eber HGP-Konzentration, weiche in den oberen beiden Tertilen ernes ReferenzkoiI.«ktivs 
liegt taid bei einer sFlH-Kotizentration, weiche im untersten Tertil des Refereozkollcktivs 
liegt, und/oder (Hi) bei einem VeiMlttiis von [PIGF - boch ; sFlt-1 = niedrigj eine erhohte 
WahrscheMichkeit fur ein nacJhteiliges Ereignis an. 

Der Begriff „Referenzkollekti v" bezeichnet in der Regei eine Gruppe von Referenzindividu- 
en, die vorzugsweise zufallig aus der Gesaaatheit emer Population ausgewahlt wurdeii, die 
bestimmte Setektionskriterien crfullt. Aus praktischen Grunden wird oft staft emer rein zufal- 
ligen AuswaM von Individuea aus einer Gesamtheit einer Population bzw. emem Gesaoitkoi- 
lektiv, ein Referenzkoliektiv arihand praktiseher Oberlegungen aus geeigneten, zur Verftigung 
stehenden Individuen ersteilt Mdglichst klar definierte Selekdonskriterien sitid beispieissweise 
definierte uad typische Erkrankungen, beispieisweise eine instabilen Angina pectoris, ei» aku~ 
ter Myokardinfatkt, etc. Daneben sind Referenzkollektive von gesiaiden Individuen, uodiSe- 
renzierten and hospitalisierien Individuen, etc. relevant, una populaiionsb&sierte Referenzwer- 
te fur die enfsprechenden Kollektive zu errmtteln. Das im Hinblick auf diese Erfindiung be- 
vorzugte Referenzkoilektiv besteht aus einer fur statlsebe Zwecke hinreichend gro&ert Anzahl 
an Individuen, die an einer vaskuiaren Etkrankung mit. atherosklerotischer Atiologie Leiden, 
insbesondere an einem akutem Koronar syndrom, wie z.B< einer instabilen Angina pectoris 
oder einera aknten Myokardirifarkt. Referenzkoliektive konnen auch aus Patienten rekrutiert 
werden. die eine erhohte oder emiedrigte Ereignistate aufvveisen. 

Neben Referenzwerten, die auf einem Referenzkoilektiv basieren, fcdnnen auch „S».bjekt- 
basierte Referenzwerte' 4 zuna Einsatz kommen. Subjekt-basierte Referenzwerte sind schoa 
vorhandene Werte (z.B. Konzentration eines Biomarkers wie PIGF oder sFtt-3) ernes eiozigea 
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individuums, die zu einem Zeitpunkt ermittelt wurden, als sich das Inctividuurn in einem ddi- 
nierten Gesimdheits- hzw, KrankheUszustand befaad. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung des erfindungsgero88en Verfahrens wd ein ?lGF~Cu(~aff- 
Wert > 17,7 ng/I ats Referenzwert verwendet In einer anderen bevorzugten AusfUhnung des 
erfindungsgemiBen Verfahrens wird eia PIGF-Caf-o^Wert > 23,3 ng/l ais Referenzwert 
verwendet Auch da VlQV-Cta-off-'W&t > 15,6 ng/l kann verwendet werden, Bevorzugt wird 
ein HQF -Cut-off im Bereich von 15,6-233 ng/l, besonders bevorzugt im Bereich von 10-50 
ng/l, ganz besonders bevorzugt im Bereich von 5-100 ng/l und noch starker bevorzugt im Be- 
reich von 1-500 ng/l verwendet 

In einer bevorzugten Ausfuhrung des erfmdungsg i a Verfahrens ird in sFI l-Ci 
Wert < 37,4 ng/l als Referenzwert verwendet. In einer anderen bevorzugten Ausfuhruung des 
erfindungsgem&Ben Verfalirens wird ein sFh-l-Cnt-off-Wcrt < 56,5 ng/I als Referenzwert 
verwendet, Bevorzugt wird ein sFit-l -C«r-o#-Wert im Bereich von 37,4-56,5 ng/l, besonders 
bevorzugt im Bereich von 25-100 ng/l, ganz besonders bevorzugt im Bereich von 10-250 ng/'I 
und noch starker bevorzugt im Bereich von 5-500 ng/l verwendet. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens bedeutet eine 
Konzentration von P1GF > 17,7 ng/l eine hohe und < 17,7 ng/l eiae niedrige FK3F- 
Konzentration. In einer alteniativen, besonders bevorzugten Ausfuhrung des erimdungsgemS- 
fien Verfahrens bedeutet eine Konzentration von PI OF > 23,3 ng/l eine hohe, 15,6-23,3 ng/i 
eine mittlere und < 15,6 ng/i eine niedrige PIGF-Konzentration. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrung des erfindungsgemafien Verfalirens bedeutet eine 
Konzentration von sFlt~l > 56,5 ng/l eine hohe und < 56,6 ng/l eine niedrige sFIt-1- 
Konzentration, In einer aitemativen, besonders bevorzugten AusfShrung des erfmdungsgemS- 
Ben Verfahrens bedeutet eine Konzentration von sFlt-1 > 91,4 ng/i eine hohe, 37,4-91 ,4 ng/l 
eine mittlere und < 37,4 ng/I eine niedrige sFIM -Konzentration. 

Das Bilden eines ,,Verhaitnisses" zwischen P1GF und sFlt-I kann durch Berechnuug eines 
Quotienten von PlGF/sFlt-1 erfolgen. Aitemativ kann auch era Quotient von sFlM/PlGF ge- 
hildet werden. Vorzugsweise gibt ein Quotient von > 0,31, ausgehend von einem Verihaitnis 
{PIGF > 17,7 ng/i: sFlt-1 < 56,6 ngff], ein erhohfes Risiko fur ein nachtciliges Ereignis an. 
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Besonders bevorzugt ist ein Quotient von > 0,42, jPIGF > 15,6 ng/I: sFlt-1 < 37,4 ng/Ij als 
Indicator fiir ein ertiShtes Risiko eines nachteiHgen Ereignisses. Ganz besonders bevorzugt 1st 
ein Quotient von > 0,62 s fPlOF > 23,3 ng/1: sFlt-I < 37,4 ng/l] als indicator fur ein erhohies 
Risiko eines nachteiligen Ereignisses. Das Bilden eines Verhaltatsses kann mclx bedeuten, 
dass die Werte von PtGF und sFIt-1, beispieisweise dutch einfaches Vefgleichen, jzueinander 
in Beziehung gesetzt warden. 

In einer Ausfuhrung um.fa.sst das erimdungsgemaSe Verfahren ein Quantifeieren von mindes- 
tens einem weiteren Biomarker. In einer bevorzugten Ausfuhrung ist der weitere Biomarker 
ausgewahlt aus der Grujppe, bestehend aus VEGF, sCD40L, PAPP-A (pregnancy associated 
plasma protein-A), MPO (Myeloperoxidase), Cysiattn C, Myoglobin, Rreatm-Kitxase, insbe- 
sondere Kreatin-Kinase MB (CK-MB, Troponin, insbesondere Troponin I, Troponin T 
und/oder deren Komplexe, CRP. natriuretische Peptide, wie z.B. ANP (atrial natriuretic pep- 
tide), BNP (B-type natriuretic peptide) oder HT-proBNP. Weitere Biomarker sind aueh HS- 
matopoiethie, wie etwa EPO (Erythropoietin), GM-CSF (granulocyte/macrophage colony- 
stimulating factor), G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor), LIF (leukemic* inhibition 
factor), Oncostatin, CNTF (ciliary neurotrophic factor)* Myoglobin, Lp~PLA 2 (lipoprotein 
associated phospholipase A 2 ), IMA (Ischemia modified albumin), cysteinylated albumin, GP- 
BB (Glycogen Phosphorylase Isoenzym BB), H-FABP (heart-type fatty-acid-bmdimg protein), 
Cholin, PPARs (peroxisome proliferator activator receptors), ADMA (asymmetric dimethy- 
largimne), SAA (serum amyloid A protein), Fibrinogen, FFAs (unbound free fatty acids), D- 
Dimer, Homoeystein, FAX- 1 (plasminogen activator inhibitor l) s P-sekciin, soluble E~ 
selectin, Harnoglobin Ale, UrodUatin, Thromboxane (beispieisweise Thromboxan A 2 und 11- 
dehydro-Thromboxan Bi), mitochondria! adenylate kinase isozymes, proMBP ^.Eosinophil 
Major Basic Protein), OPG (Osteoprotegerin), Leptin, Adiponectin, FSAP (faator seven- 
activating protease; insbesondere deren sogenannte Marburg I-Mutante). R.-6 (lni&rleukiti-6), 
M1F (macrophage migration Inhibition factor), CALCR (Cakitomn-Rezeptor), Glycophorin 
(insbesondere trankiertes Glyeophoon), Wachtumshonnon, Prolactin nnd Inter! .emkine, Che- 
mokine, wie etwa Piattchenfaktor 4, PBP (platelet basic protein), MIP (macrophage inflam- 
matory protein), Inierferone, TNF (Turnomekrosefaktor), Adhasionsmoiekule, wie etwa 
ICAM (intracellular adhesion molecule) oder VCAM (vascular adhesion molecule), Cytoki- 
ne und weitere Wachstxurafaktoren, wie etwa FGF (fibroblast growth factor), Der Begriff 
„Biomarker" bezeiehnet endogene Substanzen, zJB. Proteine, die beispieisweise das Auftreten 
eines pathophysiologischen Ereignisses im einern Grganisnuis anzeigen. 
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In ciner Ausfiihrung besteht die Oberwaehung einer vaskutaren Eriacankung mit atheroskiero- 
tischer Aiiologie darin, einen Patienten zu uberwachca, der nut einem odor mehreren ftiera- 
peutisclien Mitteta behandelt wird, die das Risiko iur ease vaskulare, vorzugsw eise etn kardi- 
ovaskulare Stoning reduziererh 

In einer anderen Ausfubrung wird das erfindungsgemaBe Verfahren zm Mentifszierung eines 
Patienten verwendet, der aus der Behandlung mit einem oder mehreren therapeutisehen Mis- 
tela, die das Risikos fur eine vaskulare, vorzugsweise ein kardiovaskulare Stdrung reduzieren, 
voraussichtiich einen Nutzen Ziehen wird. Der „Nutzen" kann darin bestehen, dass das Risiko, 
ein nacbteiliges Ereignis, wie z.B. Tod, nicht-todiicher Myokardinfarkt oder Schlaganfall, zu 
erleiden reduziert wird. Westerhin kann der Ntrtzen dwell eine spezifische Auswahl von 
Hoehrisiko-Padenten dorch eine individuell ausgeriehteten Behandlung opumiert werdea 

Die Mittel, die das Risiko far eine vaskulare, vorzugsweise ein kardiovaskulare Stoning redu- 
zieren, schliefien solche ein, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend aus sFlt-l, ent- 
zQnduagshemmenden Miiteln, Antithrombotika, gegen Blutplattchen wirkende Mittel, fibri- 
nolytische Mittel, Lipid serikende Mittel, direkte Thrombininhibitoren, und Glykoprotein 
Hb/Iila-Rezeptorinliibitoren. In einer bevorzugten Ausfubrung ist das Mittel s'Fit-i oder von 
s'Flt-1 abgteitet Beispielsweise kann es sich van rekombinant hergestelltes sFlt-l, ein Frag- 
ment oder ein Derivat davon tiandeln. 

Eotztltidungshemniende Mittel scMienen Alclofenac, Alcloraetasone-Dipropionat, Algestone- 
Aeetonide, alpha-Atnylase, Amcinafal, Amcinafide, Amfenac-Natrium, Amiprilose- 
Hydroehlorid, Anakinra, Anirolac, Anitrazafen, Apazon, Balsalazide-Dinairium; Bendasac, 
Benoxaprofen, Benzydainine-Hydrocblorid, Brornelaine, Broperamok Budesonid, Carprofen, 
Cidoprofen, Cintazon, Ciiprofcn, ClobetasoFPropionat, Clobctason-Butyrat, Clopirac, Cioti- 
casone-Propionate, Comrethason-Aeetat, Cortodoxon, Deflazacort, Desonid, Desoximeiason, 
Dexametbason-Dipropionat, Diclofenae-Kaiiam, Dieiofenae-Natrium, Diflorason-Diaeetat, 
Diflamidon-Natrium, Difluaisal, Difeiprednat, Diflalon, Dimetliyi-Salfoxid, Drocinoaud, 
Endryson, Eniimomab, Enolicam-Natriwn, Epirizol, Btodolae, Btofenamate, Felbinae, Feaaa- 
mol, Fenbnfen, Fenclofenac, Fenclorac, Fendosal, Fenpipalon, Pentiazac, Flazalon, Fluaza- 
cort, Flufenamic-S&ure, Flmnizol,; Flutiisoiid-Acetat, Flwtixin, Fhinixin-Meglunune, Fluocor- 
tin-Butyi, Fhiornietbolon-Acetat, Flnquazon, Flurbiprofen, Fluretofen, Fluticason-Propionat, 
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Furaprofen, Futobufea, Hakiaoaid, Halobetasol-Piopionat, Halopredon-Acetat. Ibufenac- 
Ibuprofen, Ibuprofen-Alaminium, ibuprofen-Piconoi, Honidap, Jndomethacin, ladoaaiethacin- 
Natrium, Indoprofen, mdoxol, Intrazole, Isoflupredon-Acetate, Isoxepac, Isoxicarn, Ketopro- 
fen, Lofemizol-Hydroehlorid, Lomoxicara, LoteprednoI-EtabonaL Meciofenamat-Natxium, 
Meclofenamic-Saure, Meclorison-Dibutyrat, Mefenamie-Saure. Mesaiamin, Me ;eciazon, Me- 
thylpredmsolon- Suleptanate,; Momifiumat Nabumeton, Naproxen, Naproxen -Natrium, 
Naproxol, Niroazon, Qlsaiazin-Natrrum, Orgotein, Orpanoxin, Oxaproztn, Qxypkenbutazo, 
Paranylb-Ib drochiorki Pentosan-Polysulfai-Natrium, Pheabutazon-Natrium-Ulycerat, Pirfe- 
aidon, Piroxieara, Piroxicam-Cimianiat, Piroxicam-Olamin, Piiprofen, Prcdaazat, Prifelon, 
PiodoHc-SSure, Pratjuazc i, Pn izoi, Pn zol-Citrat, Rimexolon. Romaxarti Saicolex, Sal- 
nacedin, Salsalat, Salycilate, Sanguinarium-Chiorid, Seclazon, Semteiacin, Sudoxicam, Su~ 
Hndac, Suprofen, Talmetacin, Tainiflumat, Talosalat, Tebufelon, Teaidap, Teaidap -Natrium, 
Tenoxicam, Tesicam, Tesimid, Tetrydamin, Tiopinac. Tixocortol-Pivalat, Tolmetin, Tolme- 
tin-Natrium, Trickmid, Triflumidat, Zidometacin, Ghicocorticoide und Zomepirae-Natrium 
ein. 

Aatifhrombotiseh und/oder fibrinolytisch wirkende Mittel schlieBen Plasminogen (su Plasmin 
dutch Witkuog von Prakallikrein, Kininogcaea, Faktor XII, Faktor XHia, Plasminogen- 
Proaktivaior und Gewebeplasmiuogenaktivaior fPPA]), Streptokinase, Urokinase, artisoylated 
plasminogen-streptokinase activator complex, Pro-Urokinase (Pro-UK); rTPA (Alteplase oder 
Aktivase; r = recombinant); rPro-UK; Abbokinase; Eraiiiase; Sreptase Anagrelid- 
Hydrochloride, Bivalirudm, Dalteparia-Natrium, Danaparoid-Natrium, Dazoxiben- 
HydrooMorid, EJfegatian-Suifat, Enoxaparin-Natriura, Ifetroban, Ifetroban-Nafrium, Tinzapa- 
rk~Natrium, Retaplase, Trifenagrel, Warfarin and Dextrane em. 

Gegen Blutplattchen vrirkeiide Mittel schiiefien Cloptdogrel, Sulfmpyrazon, Aspirin, Dipyri- 
damol, Cloflbrat, PyridinoJ-Carbamat, PGE, Glukagon, Antiseroioain-Mittel, Koffeio, 
Theophyilia-Pentoxifyllm, Ticlopidin and Anagrelid ein 

Lipid senktide MitteJ sehiieBea Gemfibrozil, Cholystyramine, Colestipol, Nikotinsaure, Pro- 
bucoi-Lovastatin, Fiuvastaiin. Simvastatin, Atorvastatin, Pravastatin und Cirivastatia ein. 



Direkie Thrombiniahibitoren sehiieikn Hirudin, Hirugea, Hirulog, Agatroban, PPACK, 
Thrombin- Apfam ere ein. 
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Glykoprotein Ilb/IIIa-Rezeptoriohibitoren smd sowohl Aniikdrper ais aiich Nicht-Antikdrper 
und schlieflen ReoPro® (abciximab), Laniiftban and Tirofihan ein, ohne darauf beschjrankt zu 
sein. 

Der Naclrweis von PIGF und/oder sPit-1 karm dutch mnnunoiogisehe VetMiren, z.B. ELLS A, 
erfblgen, wobei aucb em Nachweis von Brachstucken von PIGF und/oder sFtt-1, z.B. Pepti- 
den, sowe von PIGF und/oder sFlt-l-isoibrmen und Derivaten eingeschiossen ist AJternativ 
kann beispielsweise auch die mRNA von PIGF und/oder sFlt-1 naehgewiesen werdeo. Neben 
dem ©ben genannten ELISA konnen auch andere immune henuscbe Verfahren zur Quautifi- 
zierung von PIGF und/oder sFhVl erfindongsgcmSfi eingesetzt werden. Besoaders geeignet 
smd faeterogene oder homogene Sandwidi-Imrnunoassays, aber auch kompetitive Immunoas- 
says 3k5nnen zur Quantiiizierung eingesetzt werden. Oblicherweise werden fur seiche Test- 
vertahren monokkmale oder polyklonale Antikdrper als spezi.fi.sche Bmduugspartner einge- 
setzt, aber anstatt der Antikdrper konnen auch andere Substanzen (z.B. Aptarnere), die spezi- 
fisch an PIGF oder sFIM zu. biaden vermdgen, eingesetzt werden. Uatsr dem Begrrff w Atrti~ 
kdrper" sind nicht nur komplette Antikdrper zu verstehen sondera ausdrOcklich auch Telle, 
Derivate oder Homologe von Anttkdrpera, wie etwa Antikorperfragmente, z.B. Fab, Fv, 
F(ab') 2 , Fab r , chiniSre, humanisierte, bi- oder oligospezifische, oder single cto-Aatikdrper; 
des Weiteren auch Aggregate, Polymere und Konjugate von Iniinunglobulinen* 

Die in den Immunoassays eingesetzten Antikdrper oder anderen spezifischen PIGF- oder 
sFlt-l-Bindungspartner konnen an einen Trager gebunden seia, der aus pordsem uod/otkr 
nicht porosem, in der Regel wasserunldslichem Material besteht und die unterschiediicbsien 
Formen aufweisen kann. Der Trager kann Bestandteil einer Vomchtung seia, wie z.B, ein 
Gefli.fi, Robrchen, ejne Mikrotitrationsplatte, KugeL ein Mikropartikel, Stabchenoder Streifen 
sowie Filter- oder Chromatographiepapier. 

Die Antikdrper oder anderen spezifischen PIGF- oder sFlt-1 -Bindungspartner konnen an ein 
Nacriweismittel („Labet) gebunden sein, das selbst em Signal prodiiziert oder die Prodiiktion 
eines Signals induzieren kann, wie z,B. eine fluoreszierende Substanz, eine radioafctive Sub- 
stanz;, ein Enzym, ein Mikropartikel (z.B. ein ungefarbter, gefarbter oder aaders mtarkterter 
Latejcpartikel, eia Goldsolpartlkei etc.) oder eine chemiiummeszierende Substanz, oder das 
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als Mailer (zil Biotmlabel) zw einem Nachweis system (z.B. Avdidin-Pemxidase-Kompiex) 
dient. 

Besonders vorteillmft im Skuae der Erfiiidung ist die Verwendung von Testverfahren, die die 
Qumittfizierursg von PIGF mid sFIt~l in einem Testansatz eriauben. Dies karm heispieisweise 
daduxch geschehen, dass mart der Probe spezifiscfee PIGF- and sFIt-l-Bindungspartoer zufugL 
die an unterschiedliche Maehweismittel (z.B. zwei bei unterseMtxiiiehers WellejaiSngen flue- 
reszierende Suhstanzen) gebiinden sind, so dass mail die nach Ablauf der immimchemischen 
Reaktlon resultierenden Messsignale getrennt messen kann. Em ganz besonders vorteimafte 
AusfuhrangstbrtB eines soicJhen Tesstverfahrens beruht auf der rSumlich getrenrxten Messuag 
der zur PIGF- and sFH-1 -Konzentration korrelierenden Messsignale, z.B. mitfrels eines im- 
munchromalographische Testelements, wie sie im Prinzip ztim Nachweis von Drogen oder 
Schwangerschafishonnonen verwendet werden. 

Bei einei Form des erfmdungsgemaSen Verfahren wird zur Quandfkierimg von PiGF und 
sFh-I die Probe and, sofem nicht schon ira Testelenient vorzugsweise in getrockneter Forni 
vorhaaden, die markierten, d.h. die mit emern Naehweismittel assoziiertera, anii-PlGF- 
Antifcdrper and anti-sFIt-l-Antikoiper, auf die Probenauftragszone des Testelements aufge- 
tagen. Besonders geetgnete Markierungen sind z.B. gefarbte Latexpariikel, kolloidales Gold, 
Erizyme, fiuoreszierende Svibstatusen, radioaktive Substanzen oder chemiiunaineszierende 
Substanzen. Sofem PiGF und/oder sFlt-1 in der Probe enthalten sirtd, werden sicb 
PIGF/Antikdrper-Kompiexe nnd/oder sFlt-l/Antikdrper-Koinpiexe ausbilden. Diese Komple- 
xe und evtl. noch vorhanderte fteie PIGF- bzw. sFlt-1 -Molekuie bewegen sicli z.B. mittels 
Kapularkraft in Richtuag auf einen Bereich (Naehweiszone) des Testelements, in dem rSuro- 
licfe voneinander getrennt andere anti-PlGF-Antikdrper und anti-sFlt-l-Antikorper 5 die z.B. in 
Form von zwei Bandea, fixiert sind oder im Laufe des Testverfahrens fixiert werden (z,B. 
fiber eine Biotin-A\ddi«-Bracke). Sotern in der Probe PIGF und/oder sFlt-I vorkanden waren, 
werden sich. in dieser Nfachweiszone markierte PlGF/Anlikorper-Saad\\i'Cfi-Kompiexe 
und/oder markierte sFit-i/Antikdiper-Sanii\vich4<omplexe ausbilden. Mekt gebundene 
Komponenten werden vain FMssigkeitsstrcm in andere Bereicbe des Testelements transpor- 
tiert Die Intensitat des jeweiligen Signals in der Nachweiszone ist proportiooal zur PiGF- 
bzw, sFlt- 1 -Probenkonzenft-ation. Zwar ist das oben besehriebene Sandwich- Fmmunoassay- 
Verfahren besonders bevorzaigt, aber em fcompetitives Testverfahren zur Qtsaniifizierung von 
PIGF und sFIt-1 auf Basis eines solchen Testelements ist ebenso moglieh. Anstatt eines oder 
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mebrerer Antikorper komwsn - wie schon welter oben erwahnt - auch andcre Suhstanzen, die 
spezifisch an PIGF oder sFlt-1 zu binden vennogen, eingesetzt werden. 

Bin weiterer Gegenstand dieser Brfindung 1st daher auch ein Testelement, beispielsweise ein 
imrannchromatisches Testelement. welches eine Probenauftragszone umfasst, bei der es sich 
z.B. urn ein Filterpapier oder um em anderes chromatographisches Miftel handeln kann, auf 
die die Probe und, sofcm tiicht schon im Testelement votzugsweise in getmckiieter Form vor- 
handen, die markkrten aati-PlGF-Antikdrper und anti-sFIM-AntikSrpcr aufgetragen werden 
kdnnea, und wobei die Probenauftragszone in Kontakt zu einer Nachweiszone stent, so dass 
eke auf die Probenauftragszone aufgetragene Flussigkeit die Nachweiszone, 2K.B. mittels Ka- 
pillarkraft, erreichen kann. und die Nachweiszone raumlich getrennte Bereiche zur spezifi- 
schen Bindung von PIGF und sFLT-1 urafasst, so dass dot! ggf. in der Flussigkeit vorhandene 
PIGF- Oder sFit-I-MoJektile gebunden werden kbnnen, Ferner kann das Testelement auch 
eine mit der Nachweiszone in Kontakt stehende, vorzugsweise aus stark saugenden Material 
bestehende Absorptionszone (z.B. Filterpapier) umfassen, in die nicht gebundene Komponen- 
ten vom Flmsigkeitsstrom transportiert werden. In einer weiteren Ausgestaltioig dieses erfm- 
dungsgemSBen Testelements wrist dieses noch Mittel auf, die eine Zuordnung der Signalstar- 
ke zur PIGF- bzw. sFit-l-Probenkonzentration, insbesondere an klinischen Eantscbeidungsbe- 
reich (vorzugsweise im C«^t#-Bereieh), erlauben oder erieiehtem. En einer altemativen Aus- 
gestaltung dieses erfmdinvgsgemaBen Testelements wkd von einem kompetitivea Cnimunoas- 
say anstatt vom Sandwich -Immunassay Gebrauch geraacht. In einer Ausfdhmmg der Erfm- 
dung erfolgt die Verwendung des Testelements zur Diirchfiihrung des erfindungsgemaBen 
Vejfahrens. hi einer anderen Ausffihrung der Brfindung erfolgt die Verwendung des Testele- 
ments zur Diagnose, Risilcosixatifizierung und/oder Oberwaehung einer vaskularen Erkran- 
kung mit atheroskleroiisdher Atiologie bei einem Patienten und/oder zur Absehaizung der 
Wahrseheinlichke.it fiir einen Patienten, eine derattige Erkrankimg zu entwickeln. Anstatt ei- 
nes oder mebrerer Antikdxper kdnnen - wie schon weiter oben erwahnt - auch andere Sub- 
stanzen, die spezifisea an PIGF odet sFli-1 zu binden vermdgen, in diesem Testelement ein- 
gesetzt werden. 

Dm Testelement, das ein -aus einem oder mehreren Elementen zusaramengesetzter Teststrei- 
feu sein kann, kann eine Probenauftragszone und jeweils eine Nachweiszone filr PIGF bzw. 
sFlt-1 aufweisen. In einer Ausfuhrung besteht das Testelement aus zwei paralielen Teststrei- 
fen, die jeweils aus mehreren Elementen zusaimnengesetzt sein kdnnen und/oder die an der 
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Probenauftragszone oder an der Adsotptionszone miteinander in Kontakt steiien konnen ver- 
bunden sein konnen. in einer Ansfuhrung werden zwei unabhangige Testekrwente, d.h. eines 
fife PIGF und eines fife sFlt-1, verrugbar gemacht. Die Testelemente konnen Bestandteil eines 
Kits sein. in einer weiteren Ausfuhrung wird das Testelement fiir das erfmdiungsgemafie Ver- 
fahren verwendet 

Da eine immuncheraisch ennittelte Konzentration einer Substanz von den verwendeten Test- 
verfehten und msbesondere von den verwendeten Standards und Antik5rpera abhangig ist, 
konnen sich die iiiit zwei Teste ermittelten Konzentrationswerte einer Substanz in em und 
derseiben Probe durchaus unterseheiden. Solera daher erfindungsgemSB em Test zur Quanti- 
fizierung von PiGF oder sFlt-1 eingesetzt wird, der sich von dem in den Bcispieien eingesetz- 
ten uaterscheidet, empfiehit es sich entweder, die ermittelten Konzenttadonswerte unter Ein- 
beziehung eines Urarechnungsfaktors entsprechend umzurechnen oder anhanrd eines geeigne- 
ten Referenzkollektivs (siehe z.B. unten „A. PATIENTEN UND METHODEjN, L Pataartaof) 
die Reterenzwerte sowie die Tertilen fiir den Test selbst zu bestimmen und dann diese Werte 
erfmdtmgsgeraafi zu verwenden. Bin Abgleich der Standards zwischen den Tests ist ebenfalls 
mOglich. 

Em Gegenstand der Erfiiidung ist auch eine Reierenzprobe, deren PiGF- iind/oder sFH-1- 
Konzentraiion ira jeweiligen CW-^Bereich (insbesondere vie wetter untea angegeben) des 
erfindungsgemai3en Verfahrens Iiegl Bute bevorzugte Referenzprobe weist eine P1GF- 
Konzentration von > 15,6 ng/1, vorzugsweise > 17,7 ng/L. besonders bevorasugt > 23,3 ng/l s 
uM/oder eine sFiM-Koazentration von < 56,5 ng3, vorzugsweise < 37,4 ng/1, auf. Bevorzugt 
wird auch. eine Referenzprobe mit einer PiGF-Konzentratioo im Bereich vojq i 5,6-23,3 ng/1, 
besonders bevorzugt im Bereich von 10-50 ng/1, ganz besonders bevorzugt inn Bereich von 5- 
iOO ng/1 und noch stacker bevorzugt im Bereich von 1-500 ng/L Weiterhiri bevorzugt wird 
auch eine Referenzprobe mii einer sFlt-1 -Konzentration im Bereich von 37,4-56,5 ng/L be- 
sonders bevorzugt im Bereich von 25-100 ng/L ganz besonders bevorzugt im Bereich von 10- 
250 ng/1 und noch starker bevorzugt im Bereich von 5-500 ng/t. Eine weitere bevorzugte Re- 
fcrenzprobe weist eine PIGF-Konzentration auf, die im Bereich des experimentell ermittelten 
oder z.B. vom Hersteller angegebenen PiGF-C«?~*#Werts ± 25%, besonders bevorzugt 
± 50% und ganz besonders bevorzugt ± 100%, liegt Eine weitere bevorzugte Referenzprobe 
weist. eine sFlt-l-Konzeatration auf s die im Bereich des experimentell ermittelten oder z.B. 
vom Hersteller aagegebenen sFlt- 1 -CV-o#Werts ± 25%, besonders bevorzugt * 50% und 
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ganz besonders bevorzitgt ± 100%, liegi. Die, Referenzprobe kann auch iViitiel jsut Stabilisie 
rung von PLGF und/oder s-FlT-1 enthalten. bevorzugt Protcaseinhibitoren. In earner AasfUh- 
rungsform der Erfmdung wird diese erfindungsgernSfie Referenzprobe in einem Verfahren zur 
Diagnose, PJsikostmtif izierung und/oder (Jberwachong eiiier vaskularen Erkraiikung mit a- 
therosklerotischer Atiologie und/oder zur Abschatmng der WahrscheinUchkeit, eine derartige 
Erkiankung zu entwiokeln, verwendet. 

In einer Ausffchrung urafasst das erfmdungsgemafie Kit mindestens ein Mittel zura Quantifi- 
zieren von PIGF nod mindestens ein Mittet zum Qoantifisderen von sFit-1 in einer z» untersu- 
ciien Probe ; wahiv ; bestehend c araren Packungseinheiten, vvobei das Kit weiterhin 
mindestens eine erfitidi.ingsgeni;ii3e Referenzprobe umfasst. Die Referenzprobe kann (i) PIGF, 
(it) sFLT-1 oder PIGF und sFlt-1 enthalten. Das Kit kann auch das weiter oben beschrie- 
bene Infotmationsaiittel ura&ssen. Ein Kit kann auch emeu oder mehrcrc Testeleroente om- 
fassen. 

Ein diagnostiscb.es Kit kann weitere Komponenten und/oder Hiitsstoffe umfassen. Beispiels- 
weise kann das Kit weitere Erlauterungen zur Interpretation der Ergebnisse des Tests sowie 
gegebenenfalls Therapievorscblage enthalten. Auch kann das Kit ein oder mehrere Testele- 
mente enthalten oder axis einem oder mehteren Testelementen bestehen. 
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Die vorhc a I indung soil ira folgenden anhand von Beispielen water Bezugnahme auf 
die beigefugten Figuren naher erlauiert werden, ohne dass die Brfindimg dadurch eioge- 
sehrankt wird. In den Figuren zeigt: 

Figur 1 den Zusammenhaag zwisehen den Piasmakonzentralionea von sFlt-1 mid 
PLOF. 

Figur 2 sFk-l-Konzentrationen bezogen auf den PIGF-Ausgangsstatus sowie PIGF- 
Konzentrationen bezogen auf die Ausgangskon^ntration von sFlt-1. 

Figur 3 Ereignisraten, berechnet nach Kaplan-Meier, wobei die kumulafive Inzidenz 
von Tod, nieht-tddlichem Myokardinfarkt, Schlaganfaii und Wiederbelebung 
auf die Ausgangskoazentxation von PIGF im Plasma bezogen wird (nrf30). 
Die Patienten wurden gemafi den medianen PIGF-Konzentraticmen an PIGF 
(1.7,7 ngd) in Gruppen eingeteilt. 

Figur 4 Ereignisrateo, berechnet nach Kaplan-Meier, wobei die kumulative Inzidenz 
von Tod, niclit-tSdlichem Myokardinfarkt, Schlaganfaii und Wiederbelebung 
auf die Ausgangskonzentration von sFlt-1 im Plasma bezogen -wind (m=230). 
Die Patienten warden gemafi den medianen sFIt-l-Konzentralion. (56,5 ng/1) in 
Gruppen etngeteilt. 

Figur 5 die prognostische Bedeutung von PIGF fur die Inzidenz von Tod, nicht- 
tddiichem Myokardinfarkt, Schlaganfaii und Wiederbelebung bezogen aufsFK- 
1-Konzentotlonen. Die Patienten wnrden gemaB den PIGF-Konzentralionen 
(<1 5,6; 15,6-23, 3; >23,3 ng/I) bzw, den sFlt-1-Konzcnlrationca (<37,4;37,4- 
91,4; >91,4 ng/1) in fertile eingeteilt (0=230). 

Figur 6 Ereignisraten, berechnet nach Kaplan-Meier, wobei die kiunulative inzidenz 
von Tod, nicht-todiichem Myokardinfarkt, Schlaganfaii and Wiederbelebung 
auf die Atisgangskonzentration von Fli-1- bzw. PIGF bezogen wird (n=230). 
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Die Paticnten wurden gemafi den medianen Konzentrationen an sFit-1 unci 
P1GF in Gruppen eingetetlt. 

Figur 7 Anderungen der Koiuseatrationett an PiGF bzw. sFIi-1 bearogen auf due ran- 
domisierte Behandlung wahrend der weiteren Beobachtuag. Die Probem wur- 
den 3ai Beginn {Basiswert), naeh 30 Tagen und 12 Monatea gewonnen (ft > 80), 



A. PATIENTEN UND METHODEN 
/ Pmienten 

Die in dieser Studie untersuchlen Pattenten waren sotche, die bereits an der OPTIMAAL- 
Studie (Optimal Trial In Myocardial Infarction with Angiotensin 11 Antagonist Losartan) be- 
teiligt waren und einen Myokardinfarkt eriitten batten. Das Design und die wichtigsten Br- 
gebnisse der OPTIMAAL-Studie wurden bereits firuher beschrieben (11). Die vorliegende 
Studie urafasst erne Gruppe von 230 Patienten unit nachgewiesenem Myokardinfarkt und ei- 
aer Dysfunktkm des Imken Ventrikels xiad/oder einem Herzversagen wahrend der Akutphase 
des Myokardinfarkts. Die Patienten wurden zufailsbedmgt in Gruppen eintgeteilt und auf eine 
Dosis von Losartan (I x 50 nig/Tag) oder Captoprii (3 x 50 mg/Tag), je aach Vertraglichkeit, 
emgesteUt. Zwtschen den beiden behandelten Gruppen bestanden keine wesentbehen Unter- 
schiede imBezug auf die Ausgangscharakteristika. 

2. Biochemische Analyse 

Den Patienien wurde inorgens im michternen Zustand Blut abgettoiumea^ wobei die Blutpro- 
ben in pyrogenfreien Vakuumrohrchen mit EDTA gewonnen wurden. Die Rohrehea wurden 
sofort in Eiswasser getaucht ianerhalb von 15 Minuten zentrifugiert (1.000 g, 4°C, 15 Minu- 
ten), und das Plasma wurde in Form einer Vielzahl von Aiiquots bei -SOX bis zur Analyse 
gelagert Die Bestimtmmg der Marker wurde blind, d.b. oboe Kenntais der PatientengescMch- 
ten und der zugewiesenea Behandlung, im. Zentrallabor der Umversitat Frankfurt vorgenom- 
men. PIGF, VEGF, sFlt-1 und sCD40-Ligand (sCD40L) wurden unter Anwendung der 
ELISA-Technik (alle Reagenziea von R&D Systems, Wiesbaden) gemessen (7, 12, 13). 
Hocbsensiiives C-reaktives Protein (hsCRP) wurde unter Verwenduug des Bearing BN II 
Nephelometers (Dade Behring, Deerfield, Illinois) gemessen (14). 
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S. Studiemndpimkte 

Ira Zusaummenhang mil der voriiegenden Studie wurde em Endpunki festgelegt, der skin aus 
mehreren Paiametem zusammeasetzte. Davoa umfasst waren die Qesaraimorfalitat, oiiab-han- 
gig von der Todesursaehe, eine Wiederbelebuag nach HerastUf stand, ein wiederholter aicht- 
todiiehen Myokardinfarkt sowie em Schlaganfall. Eine genaue Beschreibung des Designs und 
der Organisation der QPITMAAL-Studie istbereits firt&er veiSffendicht worden (11, 15). 

4. Siatistische Verfahren 

Es wcle ein logistisches Regressionsmodell verwendet, urn das relative Risiko fur vasculare 
Ereignisse zu bestimmen (16). Die Gruppeneinteilung erfolgte gemafi der medianen JCotrasent- 
ration jedes Biomarkers. Ein logistiscbes Regressionsmodell wurde verwendet, vm das relati- 
ve Risiko von Tod, aicht-tbdliehem Myokardinfarkt, Schlaganfall und der Notweadiggkeit 
einer Wiederbelebuag zu bestimmen (16). Die Auswirkung der Ausgangseharakteristika, und 
hiochermschen Marker auf jede der uniersuchten Zusarrunenhange zwischen P1GF- 
Knnzentnttumea bzw. sFlt- 1 -Konzentrationen und vaskuiaren Ereignissen wurde dtureb 
schrittweise funktionierende logistisehe Regressionsmodelle analysiert AUe Ergebnisse, die 
fiir kootinuierliche Variablen erhalten wurden, werden als Mittelwert ± Standardabweicliung 
angegeben. Vergleiche zwischen den Gruppen wurden durch den t-Test (zweiscitig) acialy- 
sieri, Bin Vergleich der kategorischen Variablen wurde durch den Pearson j^-Test vorge- 
nornmen. Werte von p<0.05 -wurden als statistisch si.gnttl.kant hetrachtet Alle Analysen "war- 
den unter Verwendung der Software SPSS 11,5 (SPSS Inc.. Chicago, Illinois) durchgerlikrt. 

Statistische Parameter smd: n = 230, fehlend 10; Median^) = 17,7250, Median< S Fi«>i) = 
56,5000; Percentile - 33,33333333, 15,5700, 37,4300,66,66666667, 23,2700,91,4100. 

Bei der Auswertung nach Kaplan-Meyer handelt es sich um ein stattsiisches Standardvexfah- 
ren zur Bereehnung von Untersehieden in der Versterbensrate oder der Rate eines ereignis- 
freien IJberlebens. 
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B. ERGEBN1SSE 



Die Ausgangskonzeniiationen an sFlt-I im Plasma zeigfcen einen mittlexen Wert von 183,2 ± 
465,6 ng/1 (Bereich 5,0 bis 2S03,4), and die Ausgaiigskoazeutj-atioiisn an P1GF im Plasma 
bemigen 24,0 ± 20,0 ng/1 (Bereich 5,0 bis 144,9). Wenn die sFlt- 1 -Plasmakonzenteatioaen mil 
traditioneliea Bioraarkem verknfipft wurden, ergab sich keine Korrelation mit hsCRP- 
Konzenlrationen (Rangkorreiationskoeffizient nach Spearman r=-0,I2; p- 0,08), wohingegen 
die bivariable Koirelationsanalyse eine si gnifikante inverse Korrelation zwtschen sFIt-l und 
sCD40L zeigte, obwohl die Korrelationskoeffizienten mit r—0,17 (p = 0,0 18) niedrig waren. 
Dariiher hmaus ergab sich keine sigwfikante Korrelation zwischen VEGF (r— 0,03; p :::: 0,66) 
bzw. PIGF (r=O,05; p-0,44) und sFlt-l-Plasmakonzentrationen (Fig. 1), obwohl die sFIt-1- 
Komsentrationen bei Patienten mit erhfihtem PIGF-Konzentrationen signifikant hoher waren 
(Fig, 2), 

Bcispiel 1: Zusammenhang zwtschen vaskul&ren Ereignissen und den Plasmankomentra- 

ttonen von PIGF undsFtt-l 
Die Patienten wurden gemafl ihren medianen Konzentradonen an Biomarkem anfgeteiit Die 
Ausgangscharakteristika unterschieden sich bei Patienten mit lichen PIGF-Konzentrationen 
und Patienten mit niedrigen PIGF-Konzentrationen einzig im Bezug auf die sFlt-l- 
Konzentraiionen (Tabelle I). Bei Patienten init eihdhten PIGF-Konzentrationen waren die 
Ereignisraten fur die kombinierten Endpunkte Mortalitat, ntcht-todlicher Myokardinfarkt, 
Sddaganfad und Wiederbelebung im Vergleich zu dexiea mit niedrigen P1GF- 
Konzentratkraen signifikant hSher (38,8% vs. 18,3%; p=0,0Ol) (Fig. 3). Im Bezug auf die 
wichtigsten vaskularen Breignisse (Tod und nicht-tddiicher Myokardinfarkt) blieben die Un~ 
terschiede mit einer Ereignisrate von 30,4 % bei Patienten mit erhShren P1GF- 
Konzcntrationen im Vergleich zu 15,7 % bei Patienten mit niedrigen PiGF-Konzentrationen 
hestehen (Odds Ratio 2,36 f95% CI 1,24-4,48]; p=0 s 012). 

Die Ausgangscharakteristika unterschieden sich bei Patienten mit hohen. sFlt~l~ 
Konzentrationen und Patienten mit niedrigen sFlt-1-K.onzentrationen ira Hinblick auf die 
Konzentrationen von BNP, s€D40L mid PIGF sowie die Inaidenz neuer Q-Zaeken im EKG 
und die Zeitdauer eines staUonaren Aufenthalts (TabeHe 1), Bei Patienten mit erhdhten sFlt- 
1-Konzentradonen waren die Ereignisraten ffir die kombiniertea Endpunkte Mortalitat, nicht- 
tddlicher Myokardinfarkt. Schiaganfaii and Wiederbelebung teadenziell niedriger als bei Pa- 
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iientert mlt niedrigea sFit-l-Koszmtrationen (22,6% vs. 33,9%; 1^=0,08) (Fig, 4). Bin nicht- 
signifikanter Unterschied wards far die bedeutcnd ten 4 l&ren Ere pnisse { lod xmd nicht- 
todHcher Myokardinfarkt) be; 1.9,1% der Patienten mil erhohteri sFlt-l-Konzeutrationen im 
Vergleich zu 27,0% bei Patienten mit niedrigen sFJt~1-Kanzentration.ert heobachtet (Odds 
Ratio 0,64 [95% CI 0,34-1,19]; pO,21). 



Tabeile 1: Baslscharakteristika im Bezug auf die Plasmakonzentrationen. von PIGF und sFIt-1 





PLGFaiedrig 


PLGF lioch 


sFlM niedrig 


sFit-1 Imch 














65.2 % 


75,7 % 


66,1 ^"o 


74,8 % 


.Alter {JsfiJXi} 


66,6 ± 10,3 


69 0± 10 4 


6S,7i- 10,1 


66.9 ± 10,6 




73,6 % 


76.6 % 


67.3 ?"o 


83,2 % * 


Vorderwaadiftfarkt 


60,0 % 


61,7% 


58.3 »/* 


63,5 % 


Klassifizicrung nach Killio 


I: 20,0%; 11 
65,2 %; m 
3 3,9%; 
W 0,9% 


1: 19,1%; II 
65,2%; HI 

1 1,3%; 

IV 4,3% 


I: 15,7%:; 11 
73,0%; 311 
9,6%; 
IV 3,7^ 


I; 23,5%; It 
57,4 %; ffl 

IV 3,5% 


StatJotiSrer Aafetitfedt 
Gage) 


12,1*20,1 


14,2*26,4 


17,2±2S,0 


9,1 ± 17,0 * 


Kranfcengeschichte 
Aagina 


19,1 % 


25,2% 


27,0 Yo 


17,4 % 


Myokardiniiiiki 


13,9 % 


9,6 % 


13,0 


10,4% 


PTCA 


3,5% 


0 


1,7 % 


1,7% 


CABG 


1,7 % 


0,9 % 


1,7 %■ 


0,9 % 


Risikofaktoren 










Diabetes 


11,3% 


11,3% 


l\3°/a 


11,3% 


Bluthodidruck 


32,2 % 


31,3 % 


29,6 l >£ 


33,9 % 


Aktiver Rancher 


35,7 % 


43,5% 


39,1 °/6 


40,0 % 


MecUkation 










Aspirin 


94,$ % 


97,4% 


95,7 % 


96,5 % 


Statiae 


61,7 % 


64,3 % 


65,2 <X-> 


60,9 % 


Schleifondiuretika 


74,8 % 


72,2 % 


80,9^ 


66,1 % 


Betabloeker 


76,5 % 


74,8 % 


77,4 »/& 


73,9 % 
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BNP (pgfa!) 


125,2 ±93,6 


152,3*126,4 


I15 ? 5± 79,8 


162,0 ± 132,9* 


CRT Qig/ial) 


66,7 ±66,5 


74,0 ±64,1 


75,2*69,7 


65,5 ± 60,5 


sCD40L{pg/tnl) 


4228 ± 3943 


3915 ±4376 


4906 ± 4340 


3237 ±3809* 


sFit-l (pg/ml) 


108,8 ±268 


257,7* 593,5* 


n.a. 


rs.a. 


PIGF (pg/mi) 


ii.a. 


n.a. 


18,5 ± 15,1 


29,5 ±22,7* 



Betspiel 2: Interaktion zwischen PIGF und sFlt-l 

Patienten mit erhdhten PIGF-Konzenttationen wiesen auch hehcre Koazentrationen an sFIt-1 
auf (Fig. 2). In einera erheblichen Bereich fiherlapptea stch die sFlt-l -Konzentrationen der 
heiden Gruppen jedoch, was darauf hmdeutet dass uberraschenderweise der kompensatori- 
sdie Anstieg der sFit-I -Konzentrationen bei Patienten mit erhohten F!GF-Konzentrationen 
imeinheitSicb und nieht bei alien Patienten zu beobachten ist. Patienten mit PIGF- 
Koazeatration.cn in den oberen beiden Tertilen, die jedoch keinert Anstieg der sFlt-1- 
Konzentrationen (unterstes Tertil) aufwksen, zeigten im Vergleich zu Patienten, die sFlt- 
Konzentrationen im obersten Tertil, aber ahnlich erbobte PIGF-Konzentrationen aufwiesen, 
naehteilige Folgeerscheinungen (Fig- 5). Waren die PiGF-Konzentrationen nur leicht erhoht 
(zweites Tertil), schien selbst eine moderate Erhohung der sFlt-l-Konzentrationen die Patien- 
ten vor nachteiligen Folgeerscheimmgen zu sehufeen. Im Gegensatz dazu zeigten bei Patien- 
ten mit stark erholiten Konzentrationen an PIGF (drittes Tertil) nur solche Patienten mit sFit- 
l-Konmitrationen in dem obersten Tertil eine signifikant geriugere Ereignisrate. Wenn die 
Patienten gemaB ihren PIGF- bzw. sFlt- 1 -Konzentrationen in zwei Gruppen aufgeteiti wur- 
dea, unterschied sieh die Prognose der Patienten mit hohen sFIt-l-iCoazentraiionen nieht sig- 
nifikant von den Patienten mit entweder hohen oder medrigen PiGF-Kotizentrationen (Fig. 6), 
Dementsprecbgnd ist das Verhaltnis von PIGF und sFlt-l ein leistungsfahiger unabhangiger 
Parameter zixr Vorhersage vaskularer Ereignisse (Odds Ratio 4,00 [95% CI 2,14-7,23]; 
p<0,001), der der alleinigen Bestimmung eines der Parameter significant uberlegen ist Die 
Ereignisraten bei Patienten mit medrigen PIGF-Konzentrationen betrugen 14,0% und waren 
von den sFit- 1-Konzentrationen (pK(,95) unabhangig. Im Gegensatz dazu betrugen die Ereig- 
nisraten bei Patienten mit hohen PtGF-Konzentrationen 55,S%„ wenn die sFlt-l~ 
Konzentrationen niedrig waren, jedoch 24,3%, wenn die sFit-l -Konzentrationen erhSht waren 
(p=0,002). 
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Zusammenfass . > : sich Fig. 6 Folgendes enttiehmen; 

(a) Bin Verbatims von [?IGF - hoch : sFlt- 1 ** niedrig] wast auf ein holies Risiko fur den 
Patienten auf ein fur ilm nachteiiiges Ereignis wie Tod, mdit-tMHcher Myokardmferkt 
und Schiaganfall kin. 

(b) 1st der PIGF-Wert dagegen niedrig, ist das Risiko fur ein nachteiiiges Ereignis deutlich 
verringert, und zwar unahhangig davon, ob der sFtt-l-Wert hoch odex niedrig ist. 

(c) Bei einem Verhatmis von [PIGF - niedrig : sFIt-1 = niedrig] ist das Risiko ffcr ein 
nachteiiiges Ereignis besonders gering, 

(d) 1st der sFit-l-Wert hoch, isi das Risiko fur em nachteiiiges Ereignis deutlich vecrin- 
gerf, und zwar imahhangig davon, ob der PIGF-Wert hoch Oder niedrig ist. 

Beispie l 3: Mull i variable Regresshmmmfyse 

Urn die potenrielie prognostische Unabhangigfceit einzeiner Biomarker welter zu untersuchen, 
worde eine schrittweise multivariable logistische Regressionsanalyse vocgenommen. die PIGF 
und sFlt-1 sowie weiiere biocheinische Marker, wie etwa BNP, einem Marker der neurohu- 
moralen Aktivierung, hsCRP, einem klassischen Akutphaseprotein, und sCD40L» einem Mar- 
ker der thrombo-inflatnmalorischen Aktiviemng umfasste. Es wurden audi Basisscharakte- 
ristika beriicksichtigt, die eine signifikante prognostische Bedeutung in einem univariablen 
Modcll zeigten. Fur die kombimcrten Endpunkte nach einet 4-jabxigen Beobachtungszeit er- 
wiesen sich nut 7.wei etabiierie Risikofaktoren, namlich fortgeschrittenes Alter und Diabetes, 
ais unabhangige prognostische Parameter, nachdem die biochemischen Marker in das Modeii 
aufgenommen worden waren (Tabelle 2). Die Marker BNP (p-0.043), sCD40L (p-0,007), 
PIGF (p=0,001) und sFlt-1 (p -0,006) blieben bedeutende und unabhangige prognostische 
Parameter fur den weiteren Krankheitsverlauf, wahrend hsCRP etwas aa Bedeutung verlor, 
nachdem PIGF hi das Model! eingefuhrt worden war (p=0/77 nach Einluiirung von PIGF). 
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TabeHe 2: fvlulrivai iaies l< gistisches Regressionsmodel fiir Myokardmfarkt mit tddliehem 
und mekt-tOdtiebein Ausgang iro Verlauf ernes 4-jaiHigenNachbeobachtimgsxeitraums 



Variable 


Oads-Katio 


95% Vcrtraut'iisifitcrvall 




Alter > 75 Jahre 


2,49 






Diabetes meHHus 


3,06 






Hypercholesterinani ie 


0,77 


A A A 


0,59 


xSNr > H i tig.' t 


2,00 


1,03 ~ 4,25 


0,04 


C-reacttves Protein > 50,0 mg/I 


1,11 


0,55-2,25 


0,77 


sCD40L»3,5 jtg/1 


2,70 


131-5,58 


0,007 


PIGF> 17,7 ag/i 


5,07 


2,35 - 10,02 


0,001 


sFH-1 > 56,5 ngfl 


0,35 


0,16-0,73 


0,006 


PIGF * sFlM 


3,11 


2,03-3,88 


0 5 001 



Beispid 4: Anderungen der Biomarker wahrend des Beobachtungsze itraums 
In Obereinstimmimg mit den Studienergebnissen, die sich aus der Gesamtgruppe der Patien- 
ten ableiteien, ergab sich hmsichtlich des klraischen Vertaufe kein Unterschied zwisehen den 
beiden Behjindbtngsgrappen (Captopril oder Losartan). Darttber hinaus -woide weder bei Pati- 
entea mit hohen nodi bei Patientea mit niedrigen PIGF-Konzentratiorien ein Ruckgang der 
Ereignisse beobachtet (PIGF niedrig: 19% Ereignisrate in der Captopril -Gruppe vs. 17,5% in 
der Losartan-Gruppe; p=l,00; PIGF boeh: 41,1% vs. 35,6%; p«O s 57). Ahnliche Brgebnisse 
wurdea fUr die sFlt~l~Konzentratioaea erhaltea: sFlt-1 hod*: 22,2% in der CaptopriKkuppe 
vs. 23,9M) in der Losartan-Gruppe (p=l,00); sFlt-1 niedrig: 36,7% in der Captopril-Gruppe vs. 
30,9% in der Losartan-Gruppe (p=0,56). Weiterhm zeigte sich, dass bei Patienten mit verfug- 
baren Sexienproben (Tag 0, 30 Tage und 1 Jahi; a> SO fOrjede Gruppe mid jeden Zeitpunkt) 
sowbi die PIGF- als audi die sFlt-l-Konzerttrattoaen wahrend des Beobaohtungszeitraums 
kontmuieriich abnabmen, wobei keine Untersctaede zwisehen den BeKandlungsgruppen auf- 
traten (Fig. 7). 

* * * 
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass erhohte Blutspiegel von PIGF jnit vasfcu.- 
\men } t igniss< « fi ; P tie (ten n ! < inem Myol r h t>k rkt veri nden sind. In Ubereiustim.- 
mung mit einer neuen Studie an Patienten mit akuten koronaien Herzerkrankungen (7) war 
die prognostische Bedeutung der Konzenttationoft as PiGF ha Plasma von anderen Biomar- 
kern, die distinkte pathaphysiologische Vorgange repr&sentieren, unabMagig. Erhflhte PIGF - 
Konzeoteatiooen Heferten eine prognostische Wertigkeii, die mehr Aussagektaft hatte als hx- 
formationen, die sich von hsCRP-Piasmakonzentrationen ahleiteten. Durch multivariant« 
Regressionsanalysc wurden verschiedene andere biochemische Marker, einsehlieBUcb B-Typ 
natrmretisches Pepiid, einem Marker einer neurohumoralen AMvierung, sCIMOL, einem 
Marker einer thrombo-i uflammatorischen Aktivierung, und PiGF, einem Marker einer GcfafJ- 
entzunduog, ais uaabhSngige prognostische Parameter fur den weiteren Veriauf der Erkraa- 
kung wahrend der nachfolgenden 4 jahre identifiziert. Der neue nod wichtigste Beftmd der 
vorliegenden Studie ist jedoch, dass die prognostische Bedeutung von PIGF durch sFlt-1 mo- 
duliert wird. Diese Beftmde beiegen, dass das Gkichgewieht zwischen PIGF and seinem los- 
lichen Rezeptor sFIt-1 als einzigem bekannten endogenen Regulator eine wesentHche Deter- 
minante hinsichtlieh des weiteren Krankheitsveriaaf bei Patienten mit akutem Myokardinfarlct 
ist 

Sowohl die Ursache der erhdhten Konzentrationcn an sFIM als uuch die Signale, weiche die 
Fit- i. -Expression in Patienten, die einen akuten Myokcardinfarkt eriitten hatten, hoch regulie- 
ren, sind derzeit mcht bekannt Hypoxic ist ein potenfer Stimulus ftSr die Attfregulatton der 
Fit- 1 -Expression (6, 19), Es ist rndglich, dass ein groBer Anteil von sFlt-I durch so genarmtes 
''Shedding" von den Entzundungszelien freigesetzt wird (3, 9, 20). Unabhangig von den Me- 
chanismen, die an dem Anstieg der Konzentradonen von sFlt-I im Piasma beteiiigt sind, urt- 
terstreichen die Ergebnisse der vorliegenden Studie die Sehlusselrolie, die dem Gleichgewiebit 
zwischen pro- und aiti-inflannnatorischen Mediatoren fur die Risikostratifizierurig im Rak- 
men einer akuten koronaren Herzerkraukung zukommt (21). 

Vor aliem aber iassen diese Studien hoffen, dass neute anti-inxlamrnatoiische Strategien enfc- 
wickeit werden kdnnen, urn der Progression einer bestehenden Atheroskl< i >s entgegen z*x 
wiiken. Die Infusion von sFit-I mit dem Ziel, die Konuzentrationen an zirkulierendeni akiivem 
PiGF bei Patienten mit instabiler octet raseh foitschreitender koronarer Herzerkrankung zu 
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reduzieren, konraie bei solchcn Patienten, die erhdhtc PIGF-Konzentetionen mid niedrige 
Konzentradoneaa von dessen Inhibitor sFlt-1 aufweiseiu besondets wirksara sein. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass erhdhte Plasmafconzentrationen an P1GF. 
eiuem Marker far eine GefaftentzCindung, bei Patwaatm nach Myokardinferkt «dt emem er~ 
hohten Risiko Sir nachfolgeade vaskutare Ereignisse verbunden sind. Die prognostisehe Aus- 
sagefebigkeit hangt jedoch von der Konzentradon an sFlt-1 ab, was die Hypothese stutzt dass 
sFit-1 die Aktivitat voa P1GF durch Bindung aad Inaktivierong reguliert Diese Befimde 
kttanten die Grimdlage fur ciacn neucn anti-inflajnmiatorischen therapeutischeo Aiisatz lie- 
fern, bei dem sFlt-1 verwendet wfrd, urn zirkdierenden PIGF bei Patieateo, die ein erhoMes 
Risiko fOr ein nach.tei.Uges vaslcalates Ercignis aufweisen, zu reduzieren. 
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Anspriicfae 

Verwendung eines in vtfm-Verfefareas, das folgende Schiitte umfasst: 

(a) Bereitstellen einer m uniersuchenden Probe eines Patienten; 

(b) Quantifizieren von P1GF in der Probe; 

(c) Quamifizieren von sFlt- 1 in der Probe; 

zur Diagnose, Risikostratifizierung uad/oder Oberwachung einer vasicul&ren Erkran- 
kung mit athcrosklerotischer Atioiogie uad/oder zur Abschatzung der WahrscheinHch- 
Mt, eine derartige Erkxanktmg zu entwicfceln. 

Verwendung nach Ansprueh 1, wobei das Yerfahrcn weiterhin folgenden Schritt um- 
fesst: 

(d) Vergkieh der in (b) und (c) ennitlelten Werte von P1GF und sFJt-1 mit jeweiis 
emem Referenzwert uad/oder jeweiis einem m einer Refereazprobe ermittelten. 
Wert; 

uad/oder folgende Schritte umfasst: 

(d') Bilden eines Verhaltnisses zwischen deal in (b) ermittelten Wert von P1GF und 
dern in (c) ermittelten Wert von sFlt-1; 

{«') Vergleich des in (d*) ermittelten Wests mit einem Referenzwert und/oder ei- 
nem in einer Referenzprobe ermittelten Wert. 

Verwendung nach Ansprueh 1 oder 2, wobei die vaskulare Erkranfcimg eine koronare 
Herzerkrankung, cerebrovasculars Erkrankung und/oder eine periphere arterielie Ver- 
schlusskrankheit ist. 

Verwendung nach Ansprueh 3, wobei die koronare Herzerkrankung eia akutes Koro- 
narsyndrom ist, vorzugsweise instabile An.gina pectoris oder aicuter Myokardinfarkt. 
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5. Verwendung nach ciocra der vorangehenden Anspmeixe, wobei die m untersuchende 
Probe peripheres Blut oder erne Fraktion davon ist, vorzugsweise Biutplasma oder 
Blutserum. 

6. Verwendung nach euiem der vorangehenden Ansprucfcie, wobei die Risikostratifizie- 
mng ein Bestunraea einer Wahrscheinlichkeit «Jr ein aachteiHges Ereignis umfesst, 
bestehend aus Tod, mcht-tSdKchem Myokardinfarkt und/oder SehlaganfaiL 

7. Verwendung nach Aosprueh 6, wobei ein PiGF-Wert oberhaib ernes P1GF- 
Referenzwerts von vorzugsweise > 15,6 ng/1, besonders bevorzugt > 17,7 ng/1, ganz 
besonders bevorzugt > 23,3 ng/1, und ein sPlt-l-Weit unterhalb eines sFlt-1- 
Referenzwerts von vorzugsweise < 56,5 ng/1, besonders bevorzugt < 37,4 ng/i, eine 
erhShte W?dbrscheinHcKkeit fur ein nachteiliges Ereignis anzeigt 

8. Verwendung nach eicem Anspmch 6 oder 7, wobei eioe PIGF-Konzentration, welche 
in den oberen beiden Tertilen eines Referenzkoiiektivs tiegt, und eine sFIt-1- 
Konzentration, welche im untersten Tertil des Referenzkoiiektivs liegt eine ctfcShte 
Wahrschemhchkeit fur ein nachteiliges Ereignis anzeigt. 

9. Verwendung nach einem der Ansprflche 6 bis 8, wobei ein Verbaltnis von [P1GF = 
hoch : sFlt-l - niedrig] eine erhohte Wahrschemlichkeit fur ein nachteiliges Ereignis 
anzeigt. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei eine Konzeniration von P1GF > 15,6 ng/1, vor- 
zugsweise > 17,7 ng/1, besonders bevorzugt > 23-3 ng/1, eine hohe P1GF- 
Konzentration bedeutet. 

11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10, wobei eine KLonzentration von sPH- 1 < 56,5 
ng/1, vorzugsweise < 37,4 ng/i, eine niedrige sFlM -Konzeniration bedeutet 

12. Verwendung nach einem der AnsprQche 9 Ms 11, wobei ein Verbaltnis von [PIGF : 
sFit-1] > 0,31, vorzugsweise > 0,42, besonders bevorzugt > 0,62 eine erhohte Wahr- 
schemlichkeit ffir ein nachteiliges Ereignis anzeigt 
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3. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspruehe> wobei das Verfahren ein 
Quantifizieren von mindestens einem weitereo Biomarker umfasst, vorzugsweise 
VEGF, sCD40L, PAPP-A, MPO, Myoglobin, Kxeatio-Kiaase, rasbesondere CK-MB, 
Troponin, imbesondere Troponin 1, Troponin T und/oder deren Komplexe, CRP, 
Cysiatin C, natriuretisehe Peptide, imbesondere AH 8, BNP und/oder NT-proBNP. 

4. In v»>o-Vetfahren zur Diagnose, Risikostraufizierung und/oder Oberwachung einer 
vaskulSren Erkrankung mit atherosklerotiseher Atiologie und/oder zur Abschatzuog 
der Wabxscheinlichkeit, eine derartige Erkrankung zu eniwickein, wobei das Verfah- 
ren folgende Schritte umfasst: 

(a) Bereitstellen einer zu untersuchenden Probe ernes Patienten; 

(b) Quantifizieren von PiGF in der Probe; 

(c) Quantifizieren von sFlt-I in der Probe, 

5. Verfahren nach Ansprach 14, wobei das Verfahren weiterhin Mgenden Sebritt um- 
fasst: 

(d) Vergleieb der in (b) und (c) ennittelten Werte von PIGF und aFlt-1 mit jeweiJs 
einem Referenzwert und/oder jeweils einem in einer Referenzprobe ennittelten 
Wert; 

und/oder folgende Schritte umfasst: 

<d') Bilden eines VerhOltoisses zwischen dem in (b) ermittelten Wert von PiGF und 
dem in (c) ermittelten Wert von sFlt-l; 

(e') Vergleich des in (d') ermittelten. Werts mit einem Referenzwert und/oder ei- 
nem in einer Referenzprobe ermittelten Wert. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 14 oder 15, wobei der Patient erne vaskuiare 
Erkrankung, bestehend aus koronarer Herzerkrankung, cerebrovaskularer Erkrankung 
und/oder peripherer arterielier Verschlusskranldieit, aufwedst oder im Verdacht steht, 
die genannte Erkrankung aufzuweisen oder zu eatwickehx 

.7. Verfahren nach Ansprach 16, wobei die korona ; *: ul<'<)iv u s - e a> t l nits Koronar- 
syadrom 1st, vorzugsweise instabile Angina pectoris oder akuter Myokardinfarkt. 
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18 Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, wobei der Patient rait eijaem oder 
mehreren therapeutischen Mittein behandelt wird, bestefeend mis sFIt-1, enteiindungs- 
hemmendea Mittein, .Ajtttithrombotika, gegen Blutplattcheii wirkenden Mitteln, fibri- 
nolytischen Mitteln, Lipid senkenden Mitteln, direfcten Hawtnbininhibitoren und/oder 
Glykoprotein Hb/IHa-Rezeptoriniiibitoren. 

19. Verfahren. nach einem der Anspruche 14 bis IS, wobei die zu untersuehende Probe 
peripheres Bint oder eine Fraktion davon 1st, vorzugsweise Blutplasma oder Biutse- 
ruin. 

20. Verfahren nach einem der Aiispruche 14 bis 19, wobei das Verfahren weiterhin eine 
Risikostratifeierung mittels Bestimmen einer WahrscheinKchkcit fur em nachteiiiges 
Ereignis umfasst, bestehend aus Tod, nichModuehern Myokaixhnfarkt und/oder 
Schlaganfali. 

21. Verfahren nach Ansprueh 20, wobei ein PIOF-Wert oberhalb eines FIGF- 
Referenzwerts von. vorzugsweise > 15,6 ng/l, besonders bevorzugt > 17,7 Mg/1, ganz 
besonders bevorzugt > 23,3 ng/l. und ein sFlt-l-Wert unteihaib eines sFit-1- 
Referenzwerts von vorzugsweise < 56,5 ng/l, besonders bevorzugt < 37,4 ng/l eine 
erhdhte Wahrscbeinlichkeit lor ein nachteiiiges Ereignis anzeigt 

22. Verfahren nach Ansprueh 20 oder 21, wobei eine PIGF-Konzeatration, welche in den 
oberen beiden Tertilen eines Referenzkollektivs liegt, und eine sFlt-l-Kor^entratioo, 
welche im untersten Tertil des Referenzkollektivs liegt, eine erhShte Wahrscbeinlich- 
keit fur ein nachteiiiges Ereignis anzeigt. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 22, wobei era Verhaitois von [P1GF = 
hoch : sFlt-1 « niedrig] eine erhohte Wahrschciniichkeit fur ein nachteiiiges Ereignis 
anzeigt, 

24. Verfahren nach Ansprueh 23, wobei eine Konzcntration von P1GF > 15,6 ng/l, vor- 
zugsweise > 17,7 ng/h besonders bevorzugt > 233 ng/l, eine hoJne P1GF- 
Konzentration bedcutet. 
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25. Verfahren nach Ansprach 23 oder 24, wobei cine Konzentratkm von sFlt~l < 5 6,5 
ng/l, vorzugsweise < 37,4 ng/1, eine medrige sFlt- 1 -Konzentration bedeutet 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 23 bis 25, wobei em Verhaitois von [PIOF : 
sFlt-1] >: 0,31, vorzugsweise > 0,42 } besonders hevorzugt > 0,62 eine erhdhte Wathr- 
scheinlichkeit fur em nachteiiiges Ereignis anzeigt. 

27. Verfaiiren nach einem der Aaspmche 14 bis 26, wobei das Verfahren em Quaatifeie- 
rm von mindestens einem weiteren Biomarker umfasst, vorzugsweise VEOF, 
sCD40I-» PAPP-A, MPO, Myoglobin, Kreatm-Kinase, msbesondere CK-MB, Tropo- 
nin, insfoesoodere Troponin I, Troponin T und/oder deten Komplexe, CRP, Cystattr* C, 
natriuretisehe Peptide, insbesondere ANB. BNP und/oder NT-proBNP. 

28. Verwendung ernes Verfahrens nach einem der AnsprBcbe 14 bis 27 zur Identlfiade- 
rung eirxes Patienten, der voraussichtlich von der Behandlung mit einem oder rnebire- 
ren therapeutischen Mitteln, bestehend aus sFlt-1, entzandimgshenimenden Mitteln, 
Antithrombotika, gegen Biutplattehen wirkenden Mitteln, fibdnolyttschen Mitteln, Li- 
pid sertkenden Mitteln, direkten Timunbininmbitoren und'oder Glykoprotein Hb/IIIa- 
Rezeptorinhibitoren, Nutzen Ziehen wird, 

29. Diagnastisches Kit, nmfassend mindestens em Mittel zum Quantifizieren von PIGF 
und mint.desteus ein Mittel zum Quantifiziere« von sFlt~l in einer zu imtersnchen Pro- 
be, wahlweise bestehend aus separaten Packungseinheiten, wobei das Kit weiterhin ein 
Mittel xur Information unxlasst wonach (i) ein Verhaimis von [PIGF ~ hoch : sFlt- 1 = 
niedrig] und/oder (ii) eine PIGF-Konzemration, welche in den oberen beiden Tertilen 
eines Referenzkollektlvs liegt, und eine sFli-1 -Konzentration, welche im untersrten 
Tertil des Referenzkollektivs liegt, und/oder Cm) ein PIGF- Wert oberhalb des PIC3F- 
Referen^werts mid ein sFlt-l-Wert iraterhalb des sFlt-l-Referenzwerte eine erh£5hte 
Walirscheinlichkeit ffcr ein nachteiiiges Ereignis anzeigt, bestehend aus Tod, nieht- 
todlicher Myokardinfarkt und/oder Schlaganfall. 

30. Diagnostiscb.es Kit, umfassend mindestens ein Mittel zum Quaniifizieren von PIGF 
und mindestens ein Mittel zum Quantifrderen von sFlM in einer zu untersuehen Pro- 
be, wahlweise bestehend aus separaten Pacfcungsemheiten, wobei das Kit weiterhin 
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ramdestens cine Refeteazpmbe mit einer Konzmtratkm von PIGF ^> 15,6 «g/L vor- 
zugsweise > 17,7 ng/1, besonders bevorzugt > 23,3 ng/i, und/oder einer Konzentration 
von sFlt-I < 56,5, vomigsweise < 37,4, und wahlwebe weiterhb era Infomtationsmit- 
tel iiach Ansprucfci. 29 umtasst. 

3 1 . Verweadung eines Kits nach Aaspruch 29 oder 30 zur Diagnose, Risikostiatifiziemng 
und/oder Cfberwachung einer vaskularen Erkrankung mit atherosklerotischer Atioiogie 
und/oder aur AbscMtzung der Wahrscheinlichkeit, eine derartige Erlerankung zu ent- 
wickehi. 

32. Verweadung ekes Kits nach Ansprueh 29 oder 30 zur Durchfuhmng des Verfahrens 
nach einem der AoxsprGche 1 bis 28, 

33. Testelement, umfassend eine Probenauftragszone zar Auftragung der Probe and von 
markierten spezifischen PIGF-Biaduagspartaem und'oder sf'it-l-Bmdungspartoem s 
wobei die Bindungspartner waMweise im Testelement vorbanden siatd, and wobei die 
Pmbenaufeagszone in Kontakt zu raindestens einer Naehweiszowte steht und die 
Naehweiszone raumlich getrennte Bereiche zur spezifischen Binding von PIGF and 
sFLT-I mnfasst 

34. Testelement nach Ansprueh 33, umfassend mehr als eine Probenauftragszone 
und/oder mehr als eine Naehweiszone. 

35. Verweadung eines Testelements nach Ansprueh 33 oder 34, zur Diagnose, Risikostra- 
tifizierung und/oder Oberwachung einer vaskularen Erkrankung rn.it atheroskleroti- 
seher Atioiogie tand/oder zur Abschaizung der Wahrscheinfichkeit, eine derartige Er- 
krankung zu entwickeln, und/oder zur Ideniifizienmg eines Patientea* der voraussicht- 
iich von der Behandlung mit einem oder raehreren thempentischen Mittein, bestehend 
aus sFIt-1, entzanduagshemmenden Mittem, Antithrombotic, gegen Blutplattchen 
wirkenden Miitem, Ftbrinolytischen Mittem, Lipid senkenden JMittela, direkten 
Tluombininhibitoren und/oder Glykoproiein Hb/IHa-Rezeptorinhibitoren, Nutzen Zie- 
hen wild. 
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Verwen.du.ug ernes immunchfomatisdven Testekmente, umfassend mindestens ein 
Mattel mm Qviantifkieren von PIGF und/oder mmdestens ein Mittel zurn Quanfifme- 
ren von sFlt-1 in elner zu untersuchen Probe, zur Diagnose, Risikostotifmerutig 
und/oder Oberwachimg einer vaskularen Erkrankung mit atherosklerotischer Atiokgie 
und/oder zur AbschlUzung der Wahrschemlichkcit, eine derartige Erkrankung zu ent- 
wicfceln, und/oder zor Identifizierung ein.es Patienten, der vorausskMich von der Be- 
handlung mit einem Oder mehreren therapeutischen Mittek, bestehend aus sFSi-1, ent- 
zMdungsiwnunendeo Mittek, Antithrorabotika, gegen Bktplaitchen wirkenden Mit- 
tek, fibrinolytische Mittek, Lipid senkenden Mittek, dkekten Thrombink&ibltoren 
und/oder Glykoprotein Ub^Ha-Rezeptorinhibitoren, Nutzen Ziehen wird. 
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